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RESUMO



Tendo em vista que os residuos agroindustriais provenientes do processamento
de frutas apresentam em sua composi¢cao compostos bioativos, este trabalho teve
como objetivo caracterizar o residuo de ciriguela quanto a sua composi¢ao
quimica e o seu potencial antioxidante, bem como definir as melhores condi¢c6es
para a extracdo de compostos fendlicos nesta matriz. O residuo foi desidratado
em estufa com circulacédo de ar (50°C) e a farinha submetida as determinacfes
analiticas. Para definir as melhores condicbes do processo de extracdo foi
empregado a técnica de planejamento fatorial, tipo Delineamento Central
Composto Rotacional 2° (DCCR). Tendo como varidveis independentes a
velocidade de agitacéo (400 a 800 RPM) e concentracéo dos solventes - acetona,
metanol e etanol (40% a 70%) e como variavel dependente o teor de fendlicos
totais. Com base nos resultados deste primeiro planejamento, aplicou-se outro
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para obtencdo dos extratos
hidroetandlico e hidroacetdnico, empregando novas faixas de valores para as
variaveis independentes. Os extratos obtidos nas condi¢cbes otimizadas foram
submetidos aos ensaios antioxidantes pelos métodos ABTS (acido 2,2 -azino-bis
(3-etilbenzotiazolin)-6-acido sulfénico), DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazila), FRAP
(poder antioxidante de reducdo do ferro) além do sistema B-caroteno/acido
linoléico. Os resultados obtidos demonstram que teores relevantes de compostos
fendlicos da farinha de ciriguela podem ser eficientemente extraidos com etanol,
acetona ou metanol. Verificou-se que a combinacdo de baixa agitacdo (300 a
450rpm) e concentracdo do metanol entre 50 a 65% acentua a capacidade de
extracdo, porém os resultados ndo sdo preditivos. O solvente etanol, na
concentracdo de 55% apresentou maior eficiéncia na extracdo de compostos
fendlicos totais, independente da velocidade de agitacdo, enquanto que para a
acetona a eficiéncia da extracdo ocorreu com agitacdo na faixa de 450 a 530
RPM e solvente na concentracao de 65%, resultados preditivos e significativos. A
caracterizacdo da farinha do residuo revelou em sua composicdo quantidades
expressivas de carboidratos totais, célcio, potassio, fésforo e magnésio, além de
acido ascorbico, carotenoides e compostos fendlicos. Os extratos hidroetandlico e
hidroacetbnico obtidos nas condi¢des otimizadas atuaram de forma eficiente na
captura de radicais DPPH+ e ABTS++, bem como na redugao do ferro. Em sistema
B-caroteno/acido linoléico a acdo antioxidante também foi alta (acima de 90%),
indicando a eficiéncia tanto no bloqueio do inicio da reacdo de oxidagcédo (F1<1)
quanto na fase de propagacdo (F2>1). Assim, o residuo de ciriguela pode ser
considerado um material interessante para integrar a formulagéo de produtos bem
como para a extracdo de compostos bioativos a ser incorporado em alimentos
como antioxidante natural.

Palavras chave: Residuo agroindustrial; acdo antioxidante; ciriguela



ABSTRACT



Considering that the organic residues from the processing of fruit bioactive
compounds present in its composition, this study aimed to characterize the residue
of red mombin fruit on its chemical composition and their antioxidant potential, and
define the best conditions for the extraction of phenolic compounds. The residue
was dried in an air circulating oven (50 ° C) and the flour subjected to analytical
determinations. To define the best conditions of the extraction process was
employed the technique of factorial design, type Delineation Central Composite
Rotational 22 (CCRD). Having as independent variables the stirring speed (400 to
800rpm) and concentration of solvents - acetone, methanol, and ethanol (40% to
70%) and as dependent on the content of phenolic variable. Based on the results
of this first planning, applied another Delineation Central Composite Rotational
(CCRD) to obtain the hydroethanolic extracts hidroacetonico and employing new
ranges for the independent variables. The extracts obtained in the optimum
condition were subjected to the tests for antioxidant methods ABTS (2,2-azino acid
bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonic acid), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl),
FRAP (antioxidant power of iron reduction) in addition to B-carotene / linoleic acid
system. The results demonstrate that significant levels of phenolic compounds red
mombin fruit flour can be efficiently extracted with ethanol, acetone or methanol. It
was found that the combination of low agitation (300 to 450rpm) and methanol
concentration of from 50 to 65% enhances the extraction capacity, but results are
not predictive. The ethanol solvent in a concentration of 55% was independent of
the stirring rate increased efficiency in extraction of phenolic compounds, whereas
for acetone the extraction efficiency occurred with stirring in the range 450-530
rom and the concentration of solvent 65%, predictive and significant results. The
characterization of flour residue revealed in its composition expressive amounts of
total carbohydrates, calcium, potassium, phosphorus and magnesium, as well as
ascorbic acid, carotenoids and phenolic compounds. The hidroacetonico and
hydroethanolic extracts obtained in optimized conditions acted efficiently in
capturing DPPH « and ABTS - + radicals as well as the reduction of iron. In 8-
carotene / linoleic acid system the antioxidant activity was also high (above 90%),
suggesting the efficiency both in blocking the start of the oxidation reaction (F1 <1)
as the propagation phase (F2> 1). Thus, the residual red mombin fruit can be
considered an interesting material for integrating the product formulation as well as
for the extraction of bioactive to be incorporated into foods as a natural antioxidant
compounds.

Keywords: agro industrial waste; antioxidant action; red mombin fruit
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1. INTRODUCAO
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O Brasil possui uma diversidade de frutas que apresentam caracteristicas
bastante peculiares. Algumas delas com excelentes atributos sensoriais,
qualidade que desperta o interesse do mercado tanto pelo apelo exético como
nutricional (OLIVEIRA et al., 2006). Dentre as espécies frutiferas destacam-se as
pertencentes a familia Anacardiaceae conhecidas por terem alto valor econdmico
a exemplo da espécie S. purpurea L., ciriguela (NADIA et al., 2007). No Brasil,
sua exploracao € extrativista e se concentra nas regides nordestinas, semiaridas
do agreste e sertdo e em menor propor¢cao nas regides da zona da mata (LIRA
JUNIOR et al., 2010).

Cada vez mais, estudos evidenciam que alimentos de origem vegetal,
como as frutas, possuem constituintes funcionais que auxiliam na diminuicdo do
risco de doencas cronico degenerativas nao transmissiveis, estimulando a
populacdo a consumir esses alimentos, tanto na forma in natura como
processada. Neste sentido, o aumento da demanda por frutas processadas tem
gerado a producdo de grande quantidade de residuos sélidos, desencadeando a
preocupacdo com as questbes ambientais e intensificando debates sobre os
problemas relacionados ao descarte inadequado deste material (SOUSA,
CORREIA, 2010).

Os principais residuos resultantes da atividade agroindustrial vao depender
do tipo da fruta processada, porém, em geral, sdo constituidos por casca, caroco,
sementes e partes sélidas da polpa (SOUSA et al.,, 2011). No entanto, este
material pode conter quantidades significativas de compostos bioativos com
potencial antioxidante, dentre os quais se destaca os compostos fendlicos (LUZIA;
BERTANHA e JORGE, 2010). Sendo assim, a utilizacdo desses residuos para a
extracdo de compostos bioativos que podem ser aplicados como aditivo em
alimentos constitui-se uma interessante alternativa de aproveitamento que
necessita ser investigada (MELO et al., 2011). Vale ressaltar que antioxidantes
naturais vém despertando grande interesse, também da comunidade cientifica,
tornando-se alvo de pesquisas voltadas para a propriedade antioxidante de trés
grandes grupos de compostos: vitaminas, compostos fendlicos e carotendides
(KONGSUWAN et al., 2009).

Dentre os processos de oxidacdo em alimentos, a lipidica € um dos sérios

problemas para a industria alimenticia, uma vez que altera a qualidade e
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aceitabilidade dos produtos, por gerar ranco e sabores indesejaveis no produto,
diminuindo a sua vida de prateleira. Outro fator a ser considerado € a reducéo do
valor nutricional devido a degradacdo de vitaminas lipossoliveis e de acidos
graxos essenciais (SPEVACKOVA et al., 2012). Assim, a adicéo de antioxidantes,
substancias capazes de retardar a velocidade da reagdo de oxidagdo e,
consequentemente, o desenvolvimento de ranco ou outra alteragéo, é requerida.
Portanto, a industria de alimentos faz uso de antioxidantes sintéticos, no entanto
estes aditivos tém gerado preocupacdo quanto as doses de seguranca e a sua
toxicidade, uma vez que estudos tém demonstrado que promovem alguns efeitos
toxicos ao organismo humano (BALASUNDRAM et al., 2006; VADLAPUDI et al.,
2012; YESILYURT et al., 2008). Por esta razdo, compostos biologicamente ativos,
de fontes naturais estdo sendo pesquisados com interesse, na perspectiva de
substituir os antioxidantes alimentares sintéticos (OLIVEIRA et al., 2009;
PESCHEL et al., 2006).

Frente a estas constatacdes e ao grande potencial de industrializacdo da
ciriguela, este trabalho teve como propdsito investigar o potencial antioxidante do

residuo agroindustrial desta fruta.
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2. OBJETIVOS



23

2.1 GERAL

Otimizar as condi¢cOes de processo para a extracao eficiente de compostos
fendlicos a partir de residuo agroindustrial de ciriguela proveniente de uma
industria processadora de polpa congelada de frutas.

2.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar o residuo de ciriguela quanto & composi¢ao quimica.
e Avaliar a acdo antioxidante de extratos obtidos a partir do residuo de

ciriguela.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3.1 Cirigueleira (Spondias purpureal.)

A cirigueleira (Spondias purpurea L.), frutifera pertencente a familia
Anacardiaceae e ao género Spondias, € originaria do México e bem adaptada as
condi¢cbes edafoclimaticas de alguns paises da América do Sul, como o Brasil. A
familia Anacardiaceae, constituida por cerca de 76 géneros e 600 espécies
(CORREIA; DAVID; DAVID, 2006), muitas das quais s&o conhecidas por serem
plantas frutiferas de alto valor econdmico. Dentre as plantas desta familia
destaca-se a cirigueleira, entre outras, como Anacardium occidentale L., (caju);
Mangifera indica L., (manga); Spondia. Mombim L., (caj&); Spondia tuberosa
Arruda, (umbu) (NADIA; MACHADO; LOPES, 2007; RODRIGUES et al., 2012;
SANTOS-SEREJO et al., 2009).

Ao lado de outras espécies do género Spondia, a cirigueleira surge no
Nordeste brasileiro como uma excelente fonte econémica, gracas as excelentes
qualidades sensoriais dos frutos. Estes frutos apresentam coloracdo atrativa e
sabor adocicado podendo ser consumidos tanto in natura como na forma
processada (FREIRE, 2001), cuja safra, no Nordeste brasileiro, ocorre entre os
meses de dezembro a fevereiro (LIRA JUNIOR et al., 2010). A ciriguela é um fruto
rico em carboidratos, minerais, vitaminas B, C e provitamina A, carotenoides que
podem ser convertidos no organismo humano em vitamina A (FIGUEIREDO;
PASSADOR; COUTINHO, 2006). De acordo com Rodriguez-Amaya et al., (2008),
0s carotenoides, pigmentos naturais responsaveis pelas cores amarelo a laranja
ou vermelho de muitas frutas, inclusive da ciriguela, estdo entre os constituintes
mais importantes dos alimentos pois, além da atividade de vitamina A, tem sido
atribuido a esses compostos propriedade antioxidante relacionada a captacéo de

radicais livres e inativacdo do oxigénio singlete.

3.2 Compostos bioativos em residuos de frutas.

A preocupacdo com o0 meio ambiente tem despertado cada vez mais o
interesse em utilizar residuos provenientes de frutas como matéria prima, tendo
em vista que este material € uma rica fonte, tanto de nutrientes como também em
compostos bioativos. Varios estudos tém mostrado que nos residuos de frutas
encontram-se compostos bioativos, com propriedade antioxidante, a exemplo dos

carotenoides, acido ascoOrbico e compostos fendlicos. Estes constituintes sdo
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capazes de prevenir ou retardar os danos oxidativos causados por espécies
reativas de oxigénio (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

3.3 Acido ascorbico

O acido ascoérbico € uma molécula polar com quatro hidroxilas, duas delas na
posicdo C=C que podem interagir entre si por pontes de hidrogénio, resultando
num aumento de acidez, além de apresentar boa solubilidade em agua. Este
composto proporciona protecdo contra a oxidagcao descontrolada no meio aquoso
da célula, devido ao seu alto poder redutor (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA,
2010). A atividade antioxidante do acido ascorbico envolve doacao de elétron e a
formacao do radical livre ascorbato. Em funcédo da propriedade antioxidante é
amplamente usada na industria de alimentos como antioxidante. A determinacgao
do acido ascoérbico em alimentos merece atencéo, pois, € o nutriente mais afetado
pelo processamento de frutas e hortalicas, podendo ocorrer sua degradacao. O
acido dehidroascorbico € a forma oxidada do acido ascoérbico, ambos com
atividade vitaminica idéntica (ROSA et al., 2007).

Figura 1. Reacao de oxidacao do acido ascorbico em acido dehidroascoérbico (FONTE:
Rosa et al., 2007).
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3.4 Carotendides

Os carotendides sao compostos notaveis por possuirem ampla
distribuicdo na natureza e atuarem como pigmentos responsaveis pela coloracao
amarela, laranja e vermelha de um grande namero de frutas, raizes, tubérculos
folhas e algumas flores. Nas células vegetais mantém-se relativamente estaveis

até o inicio da senescéncia. A cor amarela aparece subsequente a degradacao de
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clorofila sendo indicativa da presenca e dos efeitos das enzimas degradadoras
destes pigmentos (BOBBIO; BOBBIO, 2001; UENOJO; MAROSTICA JUNIOR e
PASTORE, 2007).

Além de serem pigmentos naturais, os carotendides sdo também
substancias bioativas, com efeitos benéficos a saude, por exibirem acgéo
antioxidante, e alguns deles apresentarem atividade pré-vitamina A. Devido a
grande énfase dada a atividade antioxidante, cuja propriedade de alguns
compostos propicia a reducéo de risco contra doencas crénico-degenerativas, a
capacidade antioxidante dos alimentos tem sido largamente determinada in vitro,
e por vez, correlacionada as concentracdes das substancias bioativas no
alimento, de forma a predizer o seu efeito benéfico na salde humana
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

Estes pigmentos sdo geralmente tetraterpendides de 40 &tomos de
carbono, com caracteristica de compostos hidrofébicos e lipofilicos, portanto séo
soluveis em solventes, como acetona, alcool etilico, metilico e cloroférmio e
classificam-se em carotenos e xantofilas. Os primeiros sdo hidrocarbonetos
poliénicos com variados graus de insaturagdo, e as xantofilas s&o sintetizadas a
partir dos carotenos, por meio de reagOes de hidroxilagdo e epoxidacao. O (-
caroteno e o licopeno sdo exemplos de carotenos, enquanto a luteina e a
zeaxantina sdo xantofilas (AMBROSIO et al. 2006).

A acao protetora dos carotenoides esta relacionada a sua propriedade
antioxidante (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Podem
agir como antioxidantes primarios ou secundarios e suprimindo o oxigénio
singlete. Em alimentos sdo tipicamente antioxidantes secundarios, contudo na
auséncia de oxigénio singlete, podem também impedir a oxida¢ao, inativando os
radicais livres e quebrando a reagcdo em cadeia (OETTERER; REGITANO D’
ARCE e SPOTO, 2006).

3.5 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
englobam uma gama de substancias, com mais de 8000 estruturas fendlicas
conhecidas. Este grupo de compostos é constituido por moléculas de estrutura
quimica diversificada, abrangendo desde moléculas mais simples, como o0s

fendis, até polimeros complexos, como lignina e taninos. (DAl e MUMPER, 2010;
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CHITARRA; CHITARRA, 2005). De maneira geral podem ser definidos como
compostos que possuem um ou mais grupos de hidroxilas ligados a pelo menos
um anel aromatico (Figura 1) (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

Figura 2. Estrutura quimica do fenol simples (a) e da Protocianidina B, (b).
(FONTE: Vermerris e Nicholson, 2006).

CH

A Dbiossintese destes compostos ocorre através de diferentes rotas
quimicas. A rota do chiquimato da origem aos fenilpropandides e a do acetato
gera fenodis simples. A partir destas duas rotas surgem os flavonoides e seus
derivados (ARAUJO, 2011). Geralmente, os compostos fendlicos encontram-se
conjugados com acgUcares e com outras substancias, e podem ser classificados
em dois principais grupos: flavonoides e nio flavonoides (ARAUJO, 2011), ou
acidos fendlicos e flavonoides (SOARES, 2002).

Os flavondides constituem o maior grupo de compostos fendlicos de
plantas (MARTINS et al.,, 2011). A sua estrutura quimica € caracterizada pela
presenca de dois anéis arométicos, denominados de anel A e anel B, ligados
entre si por um anel pirano heterociclico oxigenado, anel C, formando um sistema
C6-C3-C6 (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica basica dos flavondides (FONTE: Balasudram; Sundram;
Samman, 2006).
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As vérias classes de flavondides diferem entre si, pelo nimero e posicéo
das hidroxilas e metoxilas presentes no anel C, enquanto que compostos
individuais dentro de cada classe séo diferenciados, principalmente, pelo nimero
e posicdo de hidroxilas e metoxilas presentes nos dois anéis aromaticos, A e B
(Figura 4) (MARTINS et al., 2011; ARAUJO, 2011; CHITARRA; CHITARRA,
2005).

Figura 4. Principais classes de flavonéides (FONTE: Cerqueira et al., 2007).
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A estrutura quimica dos flavonoides permite atuarem como antioxidantes
primarios, reagindo com os radicais livres, tornando-se mais efetivos que as
vitaminas C e E, além de atuarem, também, como quelantes de metais. A posi¢ao
e 0 numero de hidroxilas presentes na molécula sdo responsaveis pela

intensidade da capacidade antioxidante desses compostos e a hidroxilacdo do
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anel B é um fator importante para essa acdo (BARREIROS 2006;
BALASUNDRAM, SUNDRAM, SAMMAN, 2006).

Os acidos fendlicos sao reunidos em dois principais grupos. O primeiro &
composto pelos derivados do acido benzoico, considerados os mais simples
encontrados na natureza, possuem em sua estrutura sete atomos de carbono
(C1-C6). O &cido galico, vanilico e siringico sdo alguns compostos representantes
deste grupo. O segundo grupo € constituido pelos derivados do acido cinamico,
com nove atomos de carbono (C6-C3) (Figura 5). Estes compostos existem
predominantemente na forma hidroxilada, sendo geralmente chamados acidos
hidroxibenzdéico e hidroxicinamicos, respectivamente (FRESCO et al., 2006;
BALASUNDRAM, SUNDRAM, SAMMAN, 2006).

Figura 5. Estrutura quimica de alguns acidos fendlicos presentes em alimentos.
(FONTE: Tsao, 2010).
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Os compostos fendlicos sdo gerados pelo metabolismo secundario dos
vegetais e sd0 essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo. Além de serem
sintetizados quando o vegetal é submetido a condicbes de estresse.

Desempenham importantes fungbes, como antimicrobiano, pigmentacao,
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absorcao de luz, remocéao de radiais livres formados durante a fotossintese dentre
outras. Também s&o responséveis pelo sabor, odor e coloracdo de diversos
vegetais no qual se encontram presentes tanto na forma livre ou ligados a
acUcares (glicosideos) e proteinas (ARAUJO, 2011; ANGELO e JORGE, 2007).
Participam, ainda, na vida de prateleira e podem ser utilizados como parametro de
qualidade do produto na fase pds-colheita (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Estes compostos séo altamente reativos e atuam como 6timos substratos
para enzimas. Na presenca de oxigénio, a polifenoloxidase catalisa reacées com
compostos fendlicos formando inicialmente quinonas que, em seguida, se
polimerizam promovendo o escurecimento de vegetais e derivados. Além da
polifenol oxidase, outras enzimas, como as peroxidases, glicosidases e
estereases, também podem catalisar reacbes com compostos fendlicos,
principalmente durante o armazenamento e processamento do vegetal
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A extracdo dos compostos fendlicos € uma das etapas mais importante e
pode ser feita por diversos métodos utilizando variedades de solventes. Dentre os
solventes orgéanicos utilizados para extrair estes compostos bioativos destacam-
se solucbes aquosas de etanol, metanol e acetona em diferentes concentracfes
cuja eficiéncia depende da polaridade dos compostos fendlicos presentes na
amostra, assim como do grau de polimerizacdo e da interagdo com outros
constituintes (NACZK e SHAIDI, 2004; PRIOR et al., 2005).

Considerando que nao existe um procedimento padrdo para a extracéo
destes constituintes, evidencia-se na literatura, o emprego de diferentes solventes
(Tabela 1). No entanto, o rendimento da extracdo, também, esta intimamente
ligado as condi¢Bes de processo relacionadas ndo s6 ao solvente extrator, mas
também ao tempo e temperatura de extracao, entre outros, bem como ao tipo de
matéria prima empregada na extracdo. Desta forma, torna-se imperioso
selecionar criteriosamente o método de extracdo para cada fonte natural de

compostos fendlicos.
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Tabela 1. Extracdo de fendlicos totais em residuos de frutas encontrados na literatura
utilizando solventes em diferentes concentracoes.

Material estudado Solventes Autores
utilizados
Casca de uvas Niagara Acetona Soares et al. (2008)
Cascas de uva Isabel 75%
Etanol80%
Residuo de acerola Sousa et al. (2010)
Casca de manga verde e Acetona 80% Ajila et al., (2007)
madura Raspuri e Bardami
Polpa e casca de sete Metanol 80 % Drogoudi; Michalilidis;
cultivares de macieira Pantelidis, (2008)
Semente de uva Etanol e acetona Vayupharp; Laksanalamai,
20,50 e 80% e 4gua (2012)
100%

A definicdo das condicdes do processo de extracéo, visando a obtencdo de
extratos com elevado teor de fitoquimicos pode ser efetuada utilizando a técnica
de planejamento fatorial, ferramenta que auxilia na otimizacdo do processo,
minimizando custos e tempo, e maximizando o rendimento da extracdo. De
acordo com Rodrigues e Lemma (2009), a metodologia de planejamento fatorial,
associada a analise de superficie de resposta é considerada como ferramenta
estatistica que pode fornecer informacdes seguras a respeito do processo.

3.6 Oxidacao lipidica e os aditivos antioxidantes em alimentos.

Oxidacdo lipidica € um problema bastante relevante no tocante a
alimentacdo e nutricdo, pois polimeros e esterdis oxidados formados em
condicbes de processamento e armazenamento podem ser absorvidos pelo
organismo. A formacédo destas substancias constitui risco toxicolégico croénico aos
seres humanos, contribuindo para a ocorréncia de processos como a
aterosclerose e, possivelmente, cancer, além de ser um agente agressor da
mucosa intestinal (ARAUJO, 2011; FERRARI, 1998).

Em sistemas biolégicos este processo ocorre devido a acao dos radicais
livres no organismo. Estas moléculas, conhecidas como "espécies reativas de
oxigénio" (EROS), possuem elétron livre, dito ndo pareado, em sua 6érbita externa,
podendo ligar-se a qualquer outro elétron, por isso sdo extremamente reativas
(SOARES, 2002).
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Nos alimentos, durante reacbes de oxidacdes de lipidios, acidos graxos
esterificados em triacilglicerois e fosfolipidios decompdem-se produzindo aromas
indesejados conhecidos como rancidez oxidativa (DAMODARAN, PARK;
FENNEMA, 2010). A maior parte destes constituintes € oxidavel em diferentes
graus, sendo os acidos graxos insaturados as estruturas mais susceptiveis a
oxidacdo (RAMALHO; JORGE, 2006). Para evitar a ocorréncia destas reacdes em
alimentos lipidicos e aumentar o tempo de vida de prateleira, antioxidantes sao
intencionalmente adicionados aos alimentos.

De acordo com o Ministério da Saude (1997), aditivo alimentar é todo e
qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos sem o propdsito
de nutrir, mas com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacao,
tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou
manipulagdo de um alimento. Dentre os grupos de substancias utilizadas em
alimentos como aditivos encontram-se os antioxidantes.

Antioxidantes sédo substancias que neutralizam ou previnem danos
causados por agentes oxidantes, eles agem antes que ocorram reagoes em alvos
biolégicos, previnem reacdes em cadeia, ativacdo do oxigénio e seus produtos
(RATNAM et al.,, 2006). Podem atuar por diferentes mecanismos e agir em
diversas etapas da reacdo de oxidacdo. De acordo com o modo de acdo sdo
classificados em duas categorias: antioxidantes primarios e secundarios. Os
primeiros atuam inibindo ou retardando a oxidacdo por doarem &atomos de
hidrogénio ou elétrons aos radicais livres, enquanto que o0s antioxidantes
secundarios atuam quelando ions metalicos, inativando oxigénio singlete,
promovendo a conversdo de hidroperoxidos em espécies nao radicalares ou
absorvendo radiacdo UV. Nesta categoria também se encontram o0s sinergistas
(MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007).

Dentre os antioxidantes sintéticos, utilizados na inddstria alimenticia estdo
o butilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol (BHA), e o terciobutilhidroxinona
(TBHQ) Propilgalato (PG) (Figura 6), (YESILYURT et al., 2008; VADLAPUDI et
al., 2012).
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Figura 6. Estrutura quimica dos antioxidantes sintéticos. (Fonte: Ramalho; Jorge,
2006).
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A legislacéo brasileira de alimentos (Resolucéo n° 04/88 — CNS/MS, de 24
de novembro de 1998), regulamenta a utilizacdo de antioxidantes sintéticos em
creme vegetal, margarinas, Oleos e gorduras. Também estabelece que estes
aditivos ndo devem causar efeitos fisiolégicos negativos, produzir cores, odores
nem sabor anémalos, ser compativel com a composi¢cdo do alimento, serem
eficazes em baixas concentracdes, e resistentes aos tratamentos a que seja
submetidos o alimento. Entretanto, a inocuidade destes aditivos vem sendo
guestionada, e com isto a busca por antioxidantes naturais tem sido estimulada, e
0s consumidores, por sua vez, que estdo preocupados com a saude, vém
demonstrando interesse por produtos naturais (OLIVEIRA et al., 2009). Estas
substancias tém sido substituidas, ainda que parcialmente, por antioxidantes
naturais (BARREIROS; DAVID, 2006).

Com isso, frente a presenca de compostos antioxidantes em residuos
agroindustriais, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de otimizar o
processo de extracdo de compostos fendlicos, empregando o planejamento
fatorial aliado a metodologia de superficie de resposta, bem como caracterizar
fisico-quimicamente o residuo agroindustrial de ciriguela e avaliar, por diferentes
métodos, a acdo antioxidante dos extratos obtidos com a perspectiva de

emprega-los em alimentos como aditivos antioxidantes.
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ARTIGO 1

OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DE FENOLICOS DO RESIDUO
DE CIRIGUELA PROVENIENTE DA AGROINDUSTRIA

RESUMO

Os residuos sdlidos provenientes de processamento de frutas sdo ricos em
compostos fendlicos, fitoquimicos com propriedade antioxidante. A inexisténcia de
um procedimento padrdo para a extracdo destes constituintes motivou a
realizacdo deste trabalho com o objetivo de otimizar o processo para obtencao de
extratos do residuo agroindustrial de ciriguela, com maior rendimento de
polifendis e avaliar o potencial antioxidante desses extratos. Para isso, aplicou-se
o planejamento fatorial 22, Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),
tendo como variaveis independentes a velocidade de agitacéo (400 a 800 rpm) e
concentracdo de solvente (40 a 70%) para os solventes hidroetandlico,
hidrometandlico e hidroacetonico, e como variavel dependente o teor de fendlicos
totais. Com base nos resultados desse primeiro planejamento, aplicou-se um
segundo DCCR, empregando novas faixas de valores (500 a 700rpm e
concentracdo do solvente de 50 a 80%), para obtencado de extratos hidroacetbnico
e (300 a 600rpm e concentracdo do solvente de 50 a 80%), para obtencao de
extratos hidrometandlico. No primeiro planejamento, independente da velocidade
de agitacdo, o etanol a 55% foi eficiente para a extracao de fendlicos, porém para
0s solventes metanol e acetona os dados ndo foram conclusivos, impondo a
necessidade de aplicar outro planejamento experimental. No segundo DCCR
constata-se que para o solvente metanol os dados néo foram significativos e nem
preditivos, para gerar um modelo, enquanto que para a acetona a eficiéncia da
extracdo se da com agitacdo na faixa de 450 a 530 rpm e solvente na
concentragdo de 65%. Quanto ao potencial antioxidante, todos os extratos,
independente da concentracdo e do tipo de solventes utilizados, apresentaram
forte acdo (acima de 90%). Assim, o processo de extracdo otimizado envolve
etanol (55%) ou acetona (65%) e agitacdo de 400rpm ou de 500rpm,
respectivamente. Quanto ao solvente extrator metanol, os dados indicam que a
combinacdo de uma baixa agitacdo (300 a 450 rpm) com concentracdo do
solvente na faixa de 50 a 65% acentua a capacidade de extragdo. Assim, o
residuo agroindustrial de ciriguela pode ser utilizado como uma importante fonte
de compostos bioativos a ser utilizada para a extracdo de antioxidantes naturais.

Palavras chave: Potencial antioxidante, eficiéncia de extracao, fendlicos.
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ABSTRACT

The solid waste from processing fruits are rich in phenolic compounds,
phytochemicals with antioxidant properties. The lack of a standard procedure for
extracting these constituents motivated this work with the objective of optimizing
the process for obtaining extracts of red mombin fruit agro-industrial waste, more
yield polyphenols and evaluate the antioxidant potential of these extracts. For this,
we applied factorial design 22, Delineation Central Composite Rotational (CCRD),
taking as independent variables the agitation speed (400-800 rpm) and solvent
concentration (40-70%) for hydroethanolic solvents, and hydromethanolic
hidroacetonico, and how dependent the total phenolic content variable. Based on
the results of this first design, applied by a second DCCR, employing new range of
values (500 to 700rpm and solvent concentration of 50 to 80%) to obtain
hidroacetonico extracts (300 to 600rpm and concentration of the solvent 50 to
80%) to obtain hydromethanolic extracts. In the first plan, independent of agitation
speed, and 55% ethanol was efficient for the extraction of phenolic, but for the
solvents methanol and acetone data were not conclusive, imposing the need to
implement a different experimental design. In the second CCRD it appears that the
methanol solvent for the data were not significant predictors and not to generate a
model, whereas for acetone the extraction efficiency occurs with stirring in the
range 450-530 rpm and the concentration of solvent 65%. As to the antioxidant
potential, extracts, independent of the concentration and type of solvents used,
showed a strong action (above 90%). Thus, the process involves extraction
optimized ethanol (55%) and acetone (65%) and stirring or 400rpm 500rpm
respectively. Regarding the methanol solvent extractor, the data indicate that the
combination of a low shear (300 at 450 rpm) with a concentration of solvent in the
range of 50 to 65% enhances the extraction capacity. Thus, the red mombin fruit
agroindustrial residue can be used as an important source of bioactive to be used
for the extraction of natural antioxidants.

Keywords: Antioxidant potential, extraction efficiency, phenolic.
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INTRODUCAO

Os Compostos bioativos, presentes em partes comestiveis e nao
comestiveis de vegetais estdo relacionados a multiplos efeitos bioldgicos,
decorrentes de suas propriedades, das quais se destaca a antioxidante (BABBAR
et al., 2011). Dentre os compostos que apresentam acdo antioxidante encontram-
se 0s compostos fenolicos, metabdlitos secundarios do metabolismo vegetal,
amplamente distribuidos na natureza. Estes fitoquimicos possuem larga aplicacéo
nos setores farmacéutico, cosmeético além de servirem como aditivos naturais em
alimentos, atribuicdo que tem ganhado importancia crescente (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006 et al., 2006). Porém a atividade exercida por estes
compostos depende de diversos fatores, como concentracdo e estrutura quimica
bem como a forma em que se encontra na matriz alimentar, além de poder ser

resultante de sinergismo com outros compostos (GULCIN, 2012).

Muitos vegetais, a exemplo dos frutos, séo processados para fabricacéo de
sucos e outros produtos. Deste processamento resultam as sementes e cascas,
fontes naturais de compostos fendlicos, que constituem os residuos soélidos da
agroindustria, muitas vezes descartados de forma inapropriada, causando
impactos negativos ao meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2009). A assertiva de que
substancias bioativas se encontram em maior propor¢cao nestes residuos tem
despertado o interesse em desenvolver estudos com o intuito de caracterizar este
material. No entanto, por ndo existir um protocolo universal para a extracao
destes compostos se faz necessario definir as condi¢des ideais que propiciem a
eficiéncia do processo de extracdo que, em funcdo da peculiaridade de cada
matéria prima e dos fitoquimicos presentes, € influenciada por diversos fatores,
dentre eles a polaridade e concentracdo do solvente, tempo e temperatura de
extracdo, entre outros (Naczk; Shahidi, 2004; ZAO et al., 2006). Desta forma, ha a
necessidade de selecionar criteriosamente o método de extracdo mais adequado
a cada fonte natural de antioxidante, pois o rendimento da extracdo esta

intimamente relacionado as condi¢des de processo.

Para melhor definir as condi¢cbes para a extragdo de compostos fendélicos
visando a otimizacdo do processo pode-se utilizar a técnica de planejamento

fatorial. Esta técnica associada a metodologia de superficie de resposta constitui
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uma ferramenta estatistica que fornece informagfes seguras a respeito do
processo, minimizando custos e tempo dos experimentos e maximizando o
rendimento da extracdo. Assim, este trabalho teve como objetivo otimizar o
processo de extracdo de compostos fendlicos a partir do residuo agroindustrial de

ciriguela utilizando metodologia de superficie de resposta.

MATERIAL E METODOS

Preparo das amostras

O residuo de ciriguela (casca, engaco e partes da semente) foi cedido por
uma industria produtora de polpa congelada de frutas, localizada na cidade de
Recife/PE. O material foi coletado diretamente da linha de produgédo e
imediatamente transportado para Laboratério de Andlises Fisico-quimicas de
Alimentos do Departamento de Ciéncias Domésticas da UFRPE. ApGs o descarte
das sementes, o residuo foi submetido a secagem (50°C+2°C) em estufa com
circulacdo de ar, até atingir umidade igual ou inferior a 10%. Em seguida, o
residuo desidratado foi triturados em moinho multi uso (TE 631/2 -Tecnal) e a
farinha obtida acondicionada em sacos plasticos de polietileno de alta densidade
qgue foram envolvidos em papel aluminio e armazenados sob congelamento (-

18°C+2°C) até o desenvolvimento dos experimentos.
Extracdo de fendlicos - Planejamento Fatorial para obtencdo de extratos

Para definir as melhores condi¢cdes de extracdo dos compostos fendlicos
da farinha do residuo de ciriguela, foi empregada a técnica de planejamento
fatorial, tipo Delineamento Central Composto Rotacional 22 (DCCR). Tendo como
variaveis independentes a velocidade de agitacdo (400 a 800 rpm) e
concentracdo do solvente -, acetona, metanol e etanol (40% a 70%) e como

variavel dependente o teor de fendlicos totais (Tabela 1).

Para cada ensaio da matriz de planejamento (Tabela 1), 4g da farinha de
ciriguela foram misturadas com 100 ml do solvente e mantidas sob agitacdo, em
agitador mecanico digital (TE — 039/1 - Tecnal). O tempo de agitacdo e a
temperatura foram fixados em 30 minutos e 50°C, respectivamente. Em seguida,
a mistura foi centrifugada a 4000 rpm, por 15 minutos (centrifuga CT-6000 R-

CIENTEC). Aliquotas dos extratos foram submetidas as determinagbes de
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fendlicos totais, utilizando reagente Folin-Ciocalteau (Merck) e curva de padréo de
acido galico (WETTASINGHE; SHAHIDI, 1999) e da capacidade de sequestrar o
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH) (%) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
Os resultados foram expressos, respectivamente, em pg em equivalente de acido

gélico por mL do extrato (ug EAG. mL™) e em % de sequestro do radical DPPH.

Tabela 1. Matriz do delineamento fatorial 22 - Delineamento Composto Central
Rotacional, niveis codificados e decodificados das varidveis independentes, para
obtencdo de extratos hidroetandlico, hidrometandlico e hidroacetbnico a partir de farinha
do residuo de ciriguela.

Variaveis independentes

Ensaios Agitacéo Concentragéo do solvente
(rpm) (%)

1 -1 (542) -1 (50,6)
2 +1 (658) -1 (50,6)
3 -1 (542) +1 (59,4)
4 +1 (658) +1 (59,4)
5 -1,41 (400) 0 (55)

6 +1,41 (800) 0 (55)

7 0 (600) -1,41 (40)
8 0 (600) +1,41 (70)
9 0 (600) 0 (55)
10 0 (600) 0 (55)
11 0 (600) 0 (55)

Com base nos resultados desse primeiro planejamento, aplicou-se outro
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para obtencdo dos extratos
hidrometandlico e hidroacetdnico, empregando novas faixas de valores para as

variaveis independentes, segundo as Tabelas 2 e 3.



48

Tabela 2. Matriz do delineamento fatorial 22 - Delineamento Composto Central
Rotacional, niveis codificados e decodificados das variaveis independentes, para
obtencdo de extratos hidroacetonico, a partir de farinha do residuo de ciriguela.

Valores codificados

Ensaios Agitacao Conc. de solvente (%)
1 -1 (529) -1 (54,4)
5 +1 (671) -1 (54,4)
3 -1 (529) +1 (75,6)
4 +1 (671) +1(75,6)
5 -1,4 1(500) 0 (65)

6 +1,41 (700) 0 (65)
- 0 (600) -1,41 (50)
8 0 (600) +1,41 (80)
9 0 (600) 0 (65)
10 0 (600) 0 (65)
11 0 (600) 0 (65)

Tabela 3. Matriz do delineamento fatorial 22 - composto central rotacional, niveis
codificados e decodificados das variaveis, para obtencdo de extratos hidrometandlico, a
partir de farinha do residuo da ciriguela.

Valores codificados

Ensaios Agitacdo Conc. de solvente (%)
1 -1 (344) 1 (54,4)
5 +1 (556) -1 (54,4)
3 -1 (344) +1 (75,6)
4 +1 (556) +1 (75,6)
5 -1,41 (300) 0 (65)

6 +1,41 (600) 0 (65)
- 0 (450) -1,41 (50)
8 0 (450) +1,41 (80)
9 0 (450) 0 (65)
10 0 (450) 0 (65)
11 0 (450) 0 (65)

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de regressdo (ANOVA) para a

geracdo dos graficos de superficie de resposta. Para isso foi utilizado o programa

estatistico “Statistic - for Windows” (verséo 7, StatSoft, Inc., Tulsa, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1° Planejamento Experimental

O residuo de ciriguela foi submetido & extracdo com os solventes cujas
condi¢cOes de execucdo dos ensaios e resultados estdo apresentados na Tabela
4. Analisando a capacidade de extracdo de cada solvente, verificar-se que a
acetona seguida do etanol foram os solventes que apresentaram os melhores
resultados, entretanto para a faixa estudada apenas o etanol apresentou
resultados estatisticamente significativos e preditivos como demonstram as
Tabelas 05 a 08. Em relagdo ao etanol, o maior teor de compostos fenodlicos
(1573pg. mL™) foi extraido ao empregar agitacdo de 800 rpm e concentracdo de
solvente de 55%, enquanto que o menor teor de fendlicos (1127ug. mL™?) foi
obtido com agitacdo de 600rpm e concentragcédo de solvente de 40%. Observa-se,
ainda, que independente da velocidade de agitagdo, os maiores teores de
fendlicos foram obtidos com etanol na concentracdo de 55% (ensaios 5, 6, 9, 10 e
11) (Tabela 4), demonstrando a influéncia da concentracdo do solvente no
processo de extracdo em detrimento da velocidade de agitacdo (Tabela 5, Figura
1). Pompeu, Silva e Rogez (2009) empregando planejamento fatorial para a
otimizacao do processo de extracao de fendlicos e antocianinas a partir do acai,
evidenciaram que a maior extracdo destes constituintes é conseguida com etanol
na concentracdo de 70% a 80%. O uso do etanol para extracdo de compostos
fendlicos de diferentes fontes naturais tem sido preferencialmente empregado,
pois além de ser eficaz para extracdo destes fitoquimicos € um solvente que nao
apresenta toxicidade (RODRIGUES-ROJO et al, 2012). No entanto, a
concentracdo apropriada para o maior rendimento do extrato € dependente da

matéria prima.



Tabela 4. Matriz do Planejamento Experimental
hidroetandlico, hidrometandlico e hidroacetbnico a partir da farinha do residuo de
ciriguela - valores codificados e reais para as varidveis independentes e respostas

(concentracao de fendlicos).
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para a obtencdo de extratos

Valores codificados

Teor de Fendlicos (ug/mL)

Ensaios  Agitacao Concentragéo Etanol Metanol Acetona
solvente (%)
1 -1 (542) -1 (51) 1313 1511 1935
2 +1 (658) -1 (51) 1302 1365 1575
3 -1 (542) +1 (59) 1408 1641 1911
4 +1 (658) +1 (59) 1486 1659 2049
5 -1,41 (400) 0 (55) 1520 1699 1931
6 +1,41 (800) 0 (55) 1573 1473 1329
7 0 (600) -1,41 (40) 1127 1301 1385
8 0 (600) +1,41 (70) 1219 1479 3249
9 0 (600) 0 (55) 1503 1473 2261
10 0 (600) 0 (55) 1555 1453 2122
11 0 (600) 0 (55) 1511 1488 2146

Tabela 5. Efeito das variaveis sobre a extragcdo de compostos fendlicos em farinha de

residuo de ciriguela utilizando solvente hidroetandlico (R*= 0,9776)

Efeito Erro T p -95% +95%
Puro
Média* 1523,000 18,18337 83,7579  0,000000  1476,258 1569,742
Agitacéo (L) 35488 2226999 15935  0,171918  -21,758 92,735
Agitacdo (Q) 32250 2650659 1,2167  0,278020  -35887 100,387
E:L‘;”C Solvente 10p277 2226099 45926 0005880 45030 150,524
%’)TC' Solvente 541250 2650659 -12,8742 0000050  -409,387  -273113
Agitagdo (L) X' )00 3140452 14129 0216789  -36.459 125,459

Conc. Solvente (L)

*efeito significativo (p<0,05)

A andlise dos dados dos experimentos com etanol (ANOVA — Tabela 6)

evidencia pelo valor do teste F (43,75) que os resultados sao significativos e

preditivos, com coeficiente de determinacdo de 98% (R%=0,9776) e p < 0,05.



51

Sendo representado pelo modelo (Equacao 01) e superficies de resposta (Figura
1)

[Teor de Fendlicos] = 1.523 + 51,14[etanol]- 170,63[etanol]? (Equacéo 01)

Tabela 6 — ANOVA para a resposta teor de Fendlicos com solvente etanol

Soma Graus de Média Teste F R? P
Quadratica liberdade Quadratica
Regressao 217003,0 5 43400,6 43,75 0,9776 <0,005
Residual 49595 5 991,9
Total 221962,5 10

Fo,05:5:5 = 10,97

Figura 1. Superficies de respostas para teor de fendlicos em funcdo da concentragéo de
etanol e agitagao.

Bl - 1600
Bl - 1600
Bl = 1400

[ <1200
‘ B < 1000

AR

Observa-se na Figura 1 que independente da velocidade de agitacdo os maiores

teores de fendlicos foram obtidos com concentracdo de etanol em torno de 55%.

by

Sendo assim, visando a economia do processo, pode-se fixar a agitagdo em
400rpm.



52

A concentracdo do solvente acetona e metanol também influencia a
extracao dos fendlicos. Com a acetona, o maior teor de fendlicos foi extraido com
0 solvente na concentracdo de 70% e a agitacdo de 600rpm, porém quantidades
expressivas de fendlicos também foram conseguidas com a acetona a 55% e a
agitacdo de 600rpm. Analisando o efeito das varidveis sobre a extragdo dos
fendlicos constata-se que apenas a concentracado apresentou efeito significativo
(Tabelas 7), indicando que concentracdes a 70% ou 50% favorecem uma maior
extracdo de fendlicos. Na analise dos dados experimentais (Tabela 8) foi
evidenciado pelo valor do teste F (2,95), que o0s resultados nao foram

significativos.

Tabela 7. Efeito das variaveis sobre a concentracdo de fendlicos utilizando solvente
hidroacetdnico (R?*= 0,7472)

Efeito Erro t p -95% +95%
Puro
Média* 2176,333 212,9788 10,21854 0,000154  1628,85 2723,813
Agitacéo (L) -268,339  260,8447 -1,02873 0,350775  -938,86 402,184
Agitacio (Q) -599,333  310,4673 -1,93042 0,111430  -1397,42 198,748

Conc. Solvente (L)* 771,524 260,8447 2,95779 0,031600 101,00 1442,046
Conc. Solvente (Q) 87,667 310,4673 0,28237 0,788975 -710,42 885,748
Agitacéo (L) X

249,000 368,8902 0,67500 0,529625 -699,26 1197,262
Conc. Solvente (L)

*efeito significativo (p<0,05)

Tabela 8 — ANOVA para a resposta teor de Fendlicos com solvente hidroaceténico

Soma Graus de Média Teste F R? p
Quadratica liberdade Quadrética
Regressdo 2.011.280,39 5 402.256,078 2,95 R’=0,7472  <0,005
Residual 680.399,79 5 136.076,96
Total 2.691.680,18 10

Fo,05; 55 — 10,97

Em residuo de caju, a acetona conseguiu extrair quantidades expressivas
de fendlicos (1125 a 1722ug/mL), no entanto foi constatado que a concentracao
do solvente tem influéncia significativa sobre o processo, ficando limitada a

extracdo a uma faixa de concentracdo em torno dos 50% (Andrade, 2013). Silva
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(2013) relata ser a acetona a 60% o mais eficiente para a extracdo de fendlicos a
partir da farinha do residuo de abacaxi. Caetano et al., (2009) utilizando metanol
(80%) e acetona (80%) para a extracdo de compostos fendlicos em residuo de
acerola constatou que a acetona foi mais eficaz na extracdo de fendlicos
(5954pg/mL) do que o metanol (1408 pg/mL), reforcando a teoria de que a
eficiéncia do solvente € dependente da matéria prima.

Para o metanol observa-se que mantendo a concentracdo do solvente em
55%, ao aumentar a agitacdo de 400 para 800rpm ocorre reducdo no teor de
fendlicos extraido. Evidencia-se, também, que a agitacdo na faixa de 500 a
650rpm e fixando a concentracdo do solvente em 60% favorecerd a extragdo dos
compostos fenolicos (Tabela 4). A analise do efeito das variaveis (Tabela 9) e a
ANOVA (Tabela 10) sobre a extracdo dos fendlicos revela que apenas a
concentracdo apresenta efeito significativo, indicando que concentragdes muito

altas ou muito baixas do solvente extraem menores quantidades de fendlicos.

Tabela 9. Efeito das variaveis sobre a extragdo de compostos fendlicos em farinha de

residuo de ciriguela utilizando solvente hidrometanélico (R*= 0,8965)

Efeito Erro t p -95% +95%

puro
Média* 1471,333 31,82001 4623925 0,000000  1389,537 1553,129
Agitagéo (L) 111,903 3897139 -2,87142 0034937  -212,082 -11,724
Agitacéo (Q) 142,667 4638523 3,07569  0,027605 23430 261,904
SL(;’?C Solvente 158033 3807130 4,33478 0007466 68,753 269,112
g;c' Solvente  gi333 4638523 -1,14979 0302237  -172570 65,904

Agitacdo (L) x

82,000 55,11387 1,48783 0,196958 -59,675 223,675
Conc. Solvente (L)

*efeito significativo (p<0,05)

Tabela 10 — ANOVA para a resposta teor de Fendlicos com solvente metanol

Soma Graus de Média Teste F R? P
Quadratica liberdade Quadratica
Regressdo 131.613,9 5 26.322,78 8,66 0,8965 <0,005
Residual 15187,69 5 3.037,54

Total 146801,64 10

Fo,05:5:5 = 10,97
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Dessa forma, a analise de efeitos (Tabelas 7 e 9) e a ANOVA (Tabelas 8 e
10), tanto para a acetona quanto para o metanol, apontam a tendéncia para a
escolha de uma nova faixa de valores, a serem utilizados em um segundo
planejamento com vistas a estabelecer novos parametros para extracdo com

estes dois solventes.

2° Planejamento Experimental

A extragcdo com metanol, nas condi¢cbes testadas, possibilitou a obtencao
de extratos com teor de fendlicos em torno de 1500 a 1700 pg/ml, exceto para o
ensaio 8, com o solvente na concentracdo de 80% e extraiu a menor quantidade
(1400 pg/ml) de fendlicos (Tabela 11). Evidencia-se que os teores maximos de
fendlicos (1726 pg/ml, 1757 pg/ml e 1719 pg/ml) foram conseguidos ao empregar
velocidade de agitacdo de 344 rpm, 300rpm e de 450rpm e concentracdo de
metanol 54,4%, 65% e 55% (ensaios 01, 05 e 7, respectivamente). A analise dos
efeitos demonstra que, tanto a concentracdo do metanol quanto a velocidade de
agitacdo apresentaram efeitos significativos (Tabela 12). A interpretacdo dos
resultados indica que aumentos de concentracdes com elevadas agitacoes
favorecem uma reducdo na capacidade extrativa do metanol. Porém, a
combinacdo de uma baixa agitacdo (300 a 450 rpm) com valores intermediarios
da concentragédo do solvente (50 a 65%) acentua a capacidade de extracdo. No
entanto, para a faixa estudada, considerando o coeficiente de determinagéo de
87%, para p<0,05, F=6,54 (ANOVA, Tabela 13) estes dados ndo sao significativos
e nem preditivos. A Equacédo 02 ndo corresponde ao processo, apenas podera ser

utilizada para o calculo do desvio.



Tabela 11. Matriz do Planejamento Experimental
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para obtencdo do extrato

hidrometandlico da farinha do residuo de ciriguela - valores codificados e reais para as
variaveis independentes e respostas (concentracdo de fendlicos)

Valores codificados

Ensaios Agitacéao Conc. de Teor de Fendlicos
solvente (%) (ng/ml)
1 -1 (344) -1 (54,4) 1726
2 +1 (556) -1 (54,4) 1673
3 -1 (344) +1 (75,6) 1615
4 +1 (556) +1 (75,6) 1504
5 -1,41 (300) 0 (65) 1757
6 +1,41 (600) 0 (65) 1579
7 0 (450) -1,41 (50) 1719
8 0 (450) +1,41 (80) 1407
9 0 (450) 0 (65) 1576
10 0 (450) 0 (65) 1661
11 0 (450) 0 (65) 1589

Tabela 12. Efeito das variaveis sobre a extracdo de compostos fendlicos em farinha de

residuo de ciriguela utilizando solvente hidrometandlico (R*= 0, 86731)

Efeito Erro t p -95% +95%
Puro
Média* 1608,667 30,86740 52,11539 0,000000  1529,319 1688,014
Agitacao (L)* 132,933 37,80469 -3,51630 0,016986  -230,113 -35,752
Agitacao (Q) 66,333 44,99658 1,47419  0,200436  -49,334 182,001
8,‘30' Solvente 151309 37,80469 -4,00238 0,010299  -248.489 -54.129
g’)”c' Solvente s 667 4499658 -0,85932 0429426  -154,334 77,001
Agitagdo (L) X 59000 5346391 -0,54242 0,610820  -166,433 108,433
Conc. Solvente (L)
*efeito significativo  (p< 0,05)
Tabela 13 — ANOVA para a resposta teor de Fendlicos com solvente metanol
Soma  Grausde  Média TesteF R? P
Quadratica liberdade Quadratica
Regressao 93.414,3 5 18.682,86 6,54 0,86731 <0,005
Residual 14.291,9 5 2858,39
Total 107706,2 10
Fo,05;55 = 10,97
[Teor de Fendlicos] = 1608,67-66,47[Agitacdo]-75,65[metanol] (Equacéo 02)



56

Para a extragcdo com acetona, os melhores resultados foram obtidos
empregando velocidade de agitacdo de 529 rpm e concentracdo de 54,4%
(ensaio 1); velocidade de agitacdo de 500 rpm e concentracdo de 65% (ensaio 5)
e velocidade de agitacdo de 600 rpm e concentracdo de 65% (ponto central) cujos
teores de fendlicos totais foram 2224,8 ug/ml, 2321,9 ug/ml e 2254,4 pg/ml (valor
médio do ponto central), respectivamente. Entretanto, a agitagcdo de 500 rpm
combinada com concentracdo de 65% propicia a extracdo do maior teor de
fendlicos (Tabela 14). A andlise dos efeitos das variaveis indica que agitacao
muito alta ou muito baixa pode reduzir a eficiéncia extrativa (Tabela 15) e a
ANOVA (Tabela 16) demonstra que os resultados obtidos séo significativos (valor
do coeficiente de determinacdo de 98%, para p<0,05) e preditivos (F=83,11),
sendo representado pelo modelo (Equacao 03) e superficies de resposta (Figura
2)

Tabela 14. Matriz do Planejamento Experimental para obtencdo do extrato hidroaceténico
da farinha do residuo de ciriguela - valores codificados e reais para as variaveis
independentes e respostas (concentracao de fendlicos)

Valores codificados

Ensaios Agitacdo Conc. de solvente ,'I_'eor de
(%) Fendlicos (ug/ml)
1 -1 (529) -1 (54,4) 2224.8
2 +1 (671) -1 (54,4) 1304,7
3 -1 (529) +1 (75,6) 2176,3
4 +1 (671) +1 (75,6) 1829,0
5 -1,41 (500) 0 (65) 2321,9
6 +1,41 (700) 0 (65) 1438,5
7 0 (600) -1,41 (50) 1583,8
8 0 (600) +1,41 (80) 2164,8
9 0 (600) 0 (65) 2278,4
10 0 (600) 0 (65) 2223,1
11 0 (600) 0 (65) 2264,7
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Tabela 15. Efeito das variaveis sobre a extracdo de compostos fendlicos em farinha de
residuo de ciriguela utilizando solvente hidroacetdnico (R?= 0, 98811).

Efeito Erro t p -95% +95%
Puro
Média* 2255400 33,40169 67,5235  0,000000 2169538 2341,262
Agitacao (L)* -629,179 40,90854 -15,3801 0,000021 -734,338 -524,020
Agitacao (Q)* -371,975 48,69091 -7,6395 0,000611 -497,139 -246,811
Conc.  Solvent
(Lc;fc OWeN'® 324365 4090854 7,9200  0,000514 219,206 429,523
. I t
fg)fc Solvente 577875 4869001 -7,7607  0,000568 -503,039 -252,711
Agitagcdo (L) x
Conc.  Solvente 286,400  57,85342 4,9504  0,004283 137,683 435,117
(L)*
*efeito significativo(p<0,05)
Tabela 16 — ANOVA para a resposta teor de Fendlicos com solvente acetona
Soma Graus de Média Teste F R? P
Quadratica liberdade Quadratica
Regressdo 1390913 5 278182,6 83,11 0,98811 <0,005
Residual 16735 5 3347,0
Total 1407648 10

Fo,0s5,55 = 10,97

[Teor

de Fendlicos] =

188,94[acetona]’+143,2[agitacido x acetona]

Andlise da superficie de resposta (Figura 02) revela que a eficiéncia da

(equacao 03)

2255,4-314,59[agitacao]-185,99[agitacéo]’+162,18[acetona]-

extracdo ocorre ao empregar velocidade de agitacdo na faixa de 400 a 530rpm e

solvente na concentracdo de 65%. Pode-se, portanto, eleger com condi¢des

ideais a agitacdo de 500rpm e a concentracao do solvente de 65%. Na Tabela 17

encontram-se o0s resultados experimentais e o predito pelos modelos para o

etanol (primeiro planejamento experimental) e acetona (segundo planejamento

experimental). Considerando que os resultados da extragdo com o metanol ndo

foram preditivos, os mesmos néo foram utilizados para o estudo de validacdo da

otimizacdo, o modelo gerado (Equacdo 03) que apresenta tendéncias de

comportamento do processo de extracao foi utilizando apenas para o calculo do

desvio (Tabela 17).
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Figura 2. Superficies de respostas para teor de fendlicos em funcéo da concentracao de

Acetona X velocidade de agitagéo.
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Tabela 17. Valores experimentais e teéricos (modelo) obtidos pelos Delineamentos Composto Central Rotacional contendo as variaveis
dependentes agitacdo e concentracdo de etanol (1°Planjamento), metanol (2°Planejmanento) e acetona (2° Planejamento) contendo os
valores codificados e reais e independentes teor de fendlicos experimental e estimado pelo modelo* e o Desvio

Etanol (1°Planejamento) Metanol* (22°Planejamento) Acetona (2°Planejamento)
R=0,9776 R’=0,8965 R’=0,9881
Teor de Teor de Teor de Teor de Teor de Teor de
Fendlicos Fendlicos Desvio Fendlicos Fendlicos Desvio Fendlicos Fendlicos Desvio
(Experimental) (Modelo) (Experiment (Modelo) (Experimental (Modelo)
(ug/ml) (ug/ml) al) (ug/ml) (ug/ml) ) (ug/ml) (ug/ml)
1313,00 1301,23 -11,77 1726 1750,79 24,79 2224,80 2176,08 -48,72
1302,00 1301,23 -0,77 1673 1617,85 -55,15 1304,70 1260,50 -44,20
1408,00 1403,51 -4,49 1615 1599,49 -15,51 2176,30 2214,04 37,74
1486,00 1403,51 -82,49 1504 1466,55 -37,45 1829,00 1871,26 42,26
1520,00 1523,00 3,00 1757 1702,39 -54,61 2321,90 2329,21 7,31
1573,00 1523,00 -50,00 1579 1514,95 -64,05 1438,50 1442,06 3,56
1127,00 1111,66 -15,34 1719 1715,34 -3,66 1583,80 1651,09 67,29
1219,00 1255,88 36,88 1407 1502,00 95,00 2164,80 2108,44 -56,36
1503,00 1523,00 20,00 1576 1608,67 32,67 2278,40 2255,40 -23,00
1555,00 1523,00 -32,00 1661 1608,67 -52,33 2223,10 2255,40 32,30
1511,00 1523,00 12,00 1589 1608,67 19,67 2264,70 2255,40 -9,30

*Para o metanol o modelo s6 representa tendéncias, considerando que nao teve significancia estatistica e nao foi preditivo.
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Considerando que apenas os resultados obtidos para a extragdo de
fenodlicos com o solvente etanol e com a acetona apresentaram significancia
estatistica e que a concentracdo do solvente foi a Unica variavel que exerceu
influéncia na eficiéncia do processo de extracdo, foram realizados mais 04
ensaios (02 com etanol e 02 com acetona) com o intuito de validar este resultado.
As condicBes destes ensaios referentes a concentracao dos solventes foram as
mesmas dos ensaios 05 da Tabela 4 (55% etanol) e da Tabela 14 (65% acetona),
tidas como as mais eficientes. No entanto, a velocidade de agitacdo foi alterada
nos ensaios com etanol para 300 e 500rpm e com acetona para 300 e 400rpm.
Na Tabela 18, evidencia-se que o aumento ou a diminuicdo da velocidade de
agitacdo nao altera de forma expressiva a quantidade de fendlicos extraida. Desta
forma, constata-se que a velocidade de agitacdo néo influencia o processo de

extracdo desde que seja mantida a concentracdo adequada do solvente extrator.

Tabela 18: Validacdo da extracdo dos fendlicos do residuo de ciriguela empregando
etanol e acetona

Solventes Etanol 55% Acetona 65%
400rpm 500rpm
(Planejamento (Planejamento
Agitacéo Experimental  300rpm 500rpm Experimental 2-
1- ensaio 5) ensaio 5) 400rpm  400rpm
Fendlicos totais
(ng/mL) 1520 1503 1526 2321 2422 2466

Avaliacédo do Potencial de Sequestro (DPPH)

O estudo do processo de extracdo dos compostos fendlicos tem sua
importancia pautada na aplicagdo destes componentes em diversos setores
industriais, como por exemplo, industria de alimentos, cosmética e farmacéutica,
em funcéo, principalmente, de sua propriedade antioxidante. Entretanto, a acéo
antioxidante esta relacionada com a estrutura quimica do composto a qual
determina o seu mecanismo de acdo, ou seja, se atuara como sequestrador de
radical, como quelante de metais ou outras reagbes (CRAFT, et al.,, 2012,
GARCIA-SALAS, 2010). Assim, considerando que no extrato existe uma mistura
de compostos com diversificada estrutura quimica € necessario avaliar o potencial

antioxidante desse extrato, fornecendo subsidios importantes para etapas
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posteriores relacionadas a identificacdo dos compostos e sua aplicacdo em
produtos alimentares.

Desta forma, os extratos obtidos em cada condicdo utilizada no processo
de extracdo foram submetidos a avaliacdo do seu potencial de sequestro do
DPPH.

radical Evidencia-se que em todos os ensaios, independente da

concentracdo de fendlicos totais, 0s extratos apresentaram capacidade
antioxidante superior a 90% (Tabela 19). Segundo Melo et al. (2008), a acédo
antioxidante pode ser classificada em forte, intermediaria ou fraca quando o
percentual de sequestro do radical DPPH atinge valores acima de 70%, entre 60 e
70% e abaixo de 50%, respectivamente. Considerando esta classificacao, todos

0s extratos exibiram um forte potencial antioxidante.

Tabela 19. Valores do teor de fendlicos extraidos utilizando etanol (1°Planejamento),
metanol (2°Planejamento) e acetona (2°planejamento) e acdo antioxidante (DPPH) com
10 minutos de reacéo.

Etanol Metanol Acetona
. (1°Planejamento) (2°Planejamento) (2°Planejamento)

Ensal R?=0,9776 R2=0,8965 R2=0,9881

0 Teor de DPPH (%) | Teor de DPPH (%) Teor de | DPPH (%)
Fendlicos 10 min Fendlicos (10 min) Fendlicos 10 min
(mng/ml) (ug/ml) (ng/ml)

01 1313 93,39 1511 94,69 2224.8 94,28
02 1302 92,86 1365 95,49 1304,7 94,35
03 1408 94,14 1641 95,39 2176,3 94,44
04 1486 94,14 1659 94,79 1829,0 94,35
05 1520 93,71 1699 95,69 2321,9 94,44
06 1573 94,24 1473 95,59 1438,5 95,04
07 1127 92,96 1301 94,79 1583,8 95,24
08 1219 94,24 1479 93,49 2164,8 94,84
09 1503 94,03 1473 93,39 2278,4 94,05
10 1555 94,46 1453 94,59 2223,1 94,94
11 1511 94,14 1488 94,39 2264,7 94,15
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Verifica-se, portanto, que a condigéo utilizada na extragdo néo interfere no
potencial antioxidante do extrato, entretanto quanto maior for a concentracao dos
compostos fendlicos extraidos, menores serdo 0S custos operacionais

considerando a possibilidade de uma maior distribuicdo e aplicacéo industrial.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o residuo agroindustrial de ciriguela
apresenta teor relevante de compostos fendlicos que podem ser eficientemente
extraidos com etanol, acetona ou metanol. A otimizacdo do processo de extracéo
foi conseguida com etanol (55%) ou acetona (65%) e agitacdo de 400rpm ou de
500rpm, respectivamente. Quanto ao solvente extrator metanol, os dados indicam
gue a combinacdo de uma baixa agitacdo (300 a 450 rpm) com concentracdo do
solvente na faixa de 50 a 65% acentua a capacidade de extracdo. Todos 0s
extratos (hidroetandlico, hidrometandlico e hidroaceténico), independente da
concentracdo de fendlicos, exibiram um forte potencial antioxidante (>90%),
demonstrando que a condi¢do utilizada na extracdo nao interfere no potencial
antioxidante do extrato. Sendo assim, a obtencao eficiente de extratos a partir do
residuo de ciriguela possibilita vislumbrar a sua aplicacdo em produtos

alimenticios na perspectiva de reduzir o emprego de antioxidantes sintéticos.
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ARTIGO 2

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E POTENCIAL ANTIOXIDANTE DA
FARINHA DO RESIDUO AGROINDUSTRIAL DE CIRIGUELA

RESUMO

Os residuos agroindustriais provenientes do processamento de frutas ainda
detém em sua constituicdo fitoquimicos, muitos dos quais com propriedade
antioxidante. Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo caracterizar
fisico-quimicamente residuo agroindustrial de ciriguela e averiguar a sua
capacidade antioxidante. Sendo assim, o residuo, apds desidratado, foi reduzido
a farinha e submetido a determinacdo da composicdo quimica de macro e
micronutrientes, de compostos bioativos (carotenoides totais, acido ascorbico e
compostos fenolicos), a obtencéo de extratos hidroetandlico e hidroacetdnico para
avaliar sua acao antioxidante em ensaios de captura de radicais (DPPH e ABTS),
do poder redutor do ferro e em sistema modelo B-caroteno/acido linoleico. O
residuo apresenta elevado teor de carboidrato total (80,88g.100g™), além de
quantidades expressivas de carotenoides totais (167,9 pg. g™); acido ascérbico
(45,65 mg. 100g™) e fendlicos totais (1901 a 2901mg EAG. 100g™). Dentre os
minerais presentes neste residuo, o calcio (2.245mg.Kg?), potassio
(11.890mg.Kg™), fosforo (1726 mg.Kg?) e magnésio (1.290 mg.Kg™) se
encontram em maior quantidade. O extrato hidroacetdbnico com maior teor de
fendlicos totais exibiu forte capacidade de sequestro dos Radicais DPPH e ABTS,
e forte poder redutor além de ser eficiente em meio lipidico. O residuo de ciriguela
pode ser considerado um material interessante tanto para integrar formulacoes de
produtos como para a extracdo de compostos bioativos a serem incorporados em
alimentos como antioxidante natural.

Palavras chave: Residuo agroindustrial, compostos fendlicos, capacidade

antioxidante.
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ABSTRACT

Agroindustrial wastes from fruit processing still have in their constitution
phytochemicals, many of which have antioxidant properties. Within this context,
this work aimed to characterize physicochemically agroindustrial residue of red
mombin fruit and ascertain its antioxidant capacity. Thus, the residue, after dried,
the flour was reduced and subjected to determination of the chemical composition
of macro and micro nutrients, bioactive compounds (carotenoids, ascorbic acid
and phenolic compounds), obtaining and hidroaceténico hydroethanolic extracts to
evaluate their antioxidant action in radical scavenging assays (DPPH and ABTS),
the reducing power of iron and [-carotene in model / linoleic acid system. The
residue has a high content of total carbohydrates (80,88g.100g-1), and significant
quantities of carotenoids (167.9 mg-1 g.); ascorbic acid (45.65 mg. 100g-1) and
total phenolics (1901 to 2901mg EAG. 100g-1). Among the minerals present in this
residue, calcium (2.245mg.Kg-1), potassium (11.890mg.Kg-1), phosphorus (1726
mg.Kg-1) and magnesium (1.290 mg.Kg-1) are in greater amount. The
hidroacetbnico extract with higher total phenolic content exhibited strong
sequestration capacity of DPPH and ABTS radicals, and strong reducing power
besides being efficient in lipid environment. The residual red mombin fruit can be
considered an interesting materials include formulations for both product and for
the extraction of bioactive to be incorporated into foods as a natural antioxidant
compounds.

Keywords: Agroindustrial residue, phenolic compounds, antioxidant capacity.
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INTRODUCAO

A cirigueleira € uma fruteira tropical pertencente a familia Anacardiaceaee
e ao género Spondias. O fruto, considerado exoético, possui pelicula fina de
coloracdo verde, quando imaturo, e amarelo ou vermelho quando maduro. A
Ciriguela apresenta polpa amarelada, doce acidulada, caroco relativamente
grande e esponjoso, e aroma bastante agradavel (LIRA JUNIOR et al., 2010).
Esse fruto é bastante atrativo e apresenta qualidades sensoriais e nutritiva,
podendo ser consumido na forma in natura, bem como na forma processada, a
exemplo de polpa congelada.

As frutas de maneira geral desempenham um importante
papel na alimentacdo humana, contribuindo para o fornecimento de calorias, sais
minerais, vitaminas, fibras e dgua, promovendo dessa forma, a manutencdo da
saude, contudo a composicdo de uma determinada espécie varia em funcao de
fator genético, bem como em funcdo do local e época de colheita, estadio de
maturacado, entre outros (SANTOS et al., 2010).

Os residuos agroindustriais provenientes do processamento de frutas, a
exemplo da ciriguela, merecem especial atencdo por possuirem em sua
composicdo compostos biologicamente ativos dentre os quais se destacam o0s
compostos fendlicos. Estes fitoquimicos exibem um forte potencial antioxidante,
em decorréncia de sua estrutura quimica, podendo atuar como redutores de
oxigénio singleto nas reacfes de oxidacdo lipidica e na quelacdo de metais,
iniciadores das reacfes de autoxidacdo (ROCKENBACH et al., 2008,
MOLYNEUX, 2004). Podem agir tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao
do processo oxidativo (CHUN, 2005).

As reacfes oxidativas que ocorrem nos alimentos sdo responsaveis pelas
perdas de caracteristicas sensoriais e nutricionais que comprometem a qualidade
e seguranca dos produtos (BABBAR et al., 2011). Para inibir estas reacdes,
antioxidantes sintéticos, como Butil hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA),
terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ), tri-hidroxi-butil-fenona (THBP) e propil galato
(PG) sdao comumente utilizados pela industria para aumentar a vida de prateleira
dos alimentos processados. Entretanto, estudos tém demonstrado que estes
aditivos podem causar efeitos adversos a saude (VADLAPUDI et al., 2012;
PESCHEL et al., 2006; SINGH et al., 2011). Esta constatacdo tem impulsionado a
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busca por antioxidantes naturais que possam substituir total ou parcialmente os
antioxidantes sintéticos. Sendo assim, tem levado pesquisadores a avaliacdo da
atividade antioxidante de varios materiais vegetais (KULISIC et al., 2004).

Neste sentido, varios ensaios antioxidantes tém sido desenvolvidos. Alguns
deles determinam a habilidade dos antioxidantes para sequestrar radicais livres
gerados no meio da reacdo, outros avaliam o poder antioxidante redutor do
composto, outros, ainda, avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a
peroxidacao lipidica através da quantificacdo dos produtos da reacdo, bem como
dos produtos de decomposicdo da peroxidacao lipidica ou medindo a inibicdo da
oxidacgéo do lipidio do sistema pelo antioxidante a ser testado.

Contreras-Calderon et al., (2011) utilizando o ensaio do ABTS (2,2’-azino-
bis (3 etilbezeno-tiazoline-6-acido sulfénico) e do FRAP (poder antioxidante
redutor), avaliaram a capacidade antioxidante de polpa, pele e semente de vinte
e quatro frutas exoticas da Colombia. Em outro estudo realizado por Kubola;
Siriamornpun, (2011), o ensaio do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) e do FRAP
foram empregados para avaliar a capacidade antioxidante de diferentes fracdes
da fruta Thai gac. (Momordica cochinchinensis Spreng). Sekhon-Loodu et al.,
(2013) em extratos ricos em compostos fendlicos de casca de macgas, também
utilizaram os métodos DPPH e FRAP para avaliar a acdo antioxidante. Silva et
al.,(2012) utilizaram os ensaios do DPPH, ABTS e da co-oxidag&o do (3-caroteno
e acido linoleico para avaliar a capacidade antioxidante de casca de umbu caja.

Assim, diante da constatacdo de que residuos agroindustriais constituindo
por sementes e cascas de vegetais apresentam em sua composicao elevado teor
de fitoquimicos com propriedade antioxidante, este estudo objetivou caracterizar
fisico-quimicamente a farinha das cascas de ciriguela e avaliar, por diferentes
métodos, o potencial antioxidante dos seus extratos, frente a perspectiva de
utiliza-lo como aditivo natural em alimentos em substituicdo total e/ou parcial aos

antioxidantes sintéticos.
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MATERIAL E METODOS

Preparo das amostras

O residuo de ciriguela (casca, engaco e partes da semente) foi cedido por
uma industria produtora de polpa de fruta congelada, localizada na cidade de
Recife/PE. O material foi coletado diretamente da linha de producdo e,
imediatamente, transportado para Laboratério de Analises Fisico-quimicas de
Alimentos do Departamento de Ciéncias Domésticas da UFRPE. No laboratério,
apos a retirada de sementes, o residuo foi submetido a secagem a 50°C, em
estufa com circulacdo de ar, até atingir umidade igual ou inferior a 10%, e em
seguida, triturado em moinho multi uso TE 631/2 (Tecnal). A farinha obtida foi
acondicionada em sacos plasticos de polietileno, envolvidos em papel aluminio e

armazenada sob congelamento (-18°C) até o desenvolvimento dos experimentos.

Obtencado dos extratos: Para obtencdo de extrato hidroetandlico, 4g da farinha
de ciriguela foram misturadas com 100 ml de etanol a 55% e submetida a
agitacao de 400rpm, em agitador mecanico digital (TE — 039/1 - Tecnal), enquanto
que para extratos hidroacetdnicos empregou-se acetona a 65% e agitacdo de
500rpm. Para ambos 0s extratos, o tempo de agitacdo e a temperatura foram
fixados em 30 minutos e 50°C, respectivamente. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 4000 rpm, por 15 minutos, em centrifuga (CT-6000 R-CIENTEC),
0s sobrenadantes foram coletados e submetidos a determinagédo do teor de

fendlicos totais e aos ensaios da atividade antioxidante.

Determinagdes analiticas

Caracterizacao fisico-quimica da farinha do residuo de ciriguela.

Umidade, Lipideos, Proteinas e Cinzas: Determinados segundo métodos da

AOAC (2005). Os resultados foram expressos em g/100g.

Carboidratos totais: Calculados por diferenca (100g - gramas totais de umidade

+ proteina + lipidios + cinzas) e o resultado expresso em g/100g (Ascar, 1985).
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Atividade de agua(aw): Determinada utilizando o analisador de atividade de
agua (Aqualab 4TE Decagon Devices) a 25°C.

pH: Mensuracao realizada em pH-metro (Tec-3MP, Tecnal), apés a diluicdo das

amostras, na proporcao de 1:10 (p/v), em agua destilada (AOAC, 2005).

Acidez Titulavel: Determinada por titulacdo com solucdo de NaOH, 0,1IN
utilizando fenolftaleina como indicador. Os resultados foram expressos em % de
acido citrico por 100g-* da amostra (AOAC, 2005)

Acucares totais e redutores: Quantificados pelométodo Lane-Eynon conforme
descrito na AOAC (2005).

Determinacdo dos Principais fitoquimicos bioativos.

Fendlicos Totais: Os extratos hidroetandlico e hidroaceténico foram submetidos
a determinacdo do teor de fendlicos totais, por método espectrofotométrico, com
espectro de absorcao registrado no comprimento de onda de 725nm, utilizando o
reagente Folin-Ciocalteau (Merck), segundo metodologia descrita por Wettasinghe
e Shahidi (1999), e curva padrdo de acido galico (10 a 120ug/mL, com R*=
0,9997). Os resultados foram expressos em ug de fendlicos totais em equivalente
de &cido galico (EAG) por mL do extrato.

Flavonoides Totais: A extragdo dos flavondides foi efetuada com etanol a 55% e
a quantificacdo empregando cloreto de aluminio de acordo com metodologia
descrita por Dewanto et al. (2002). O teor de flavondides totais foi determinado
em espectrofotometro Shimadzu UV-1650PC, com leitura de absorbéncia a
510nm, e curva padrdo de catequina (50 a 1000 mg/L, com R?*= 0,9992). Os

resultados foram expressos em mg equivalente de catequina /100g.

Flavondis Totais: O teor de flavondis totais foi determinado pelo método descrito
por Lees e Francis (1972), em espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1650PC utilizando

0 espectro de absorgcdo registrado no comprimento de onda de 374nm
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ecoeficiente de absorcédo de 76,6. Os resultados foram expressos em mg de
quercetina por 100g de residuo.

Carotendides totais: A extracdo dos carotenoides foi efetuada segundo método
descrito por Rodriguez-Amaya (1999). Os pigmentos foram extraidos com
acetona e transferidos para o éter de petréleo. Para quantificacdo foi utilizado a
absorbancia registrada a 450nm, o coeficiente de absortividade (E**..) de 2500 e
a seguinte expressao matematica:

ug/g = Vqumeo x_absorbancia x_10°
E*.n X peso amostra

Todas as etapas desta determinacdo foram conduzidas ao abrigo da luz e os
resultados expressos em pug de carotendides totais em equivalente de B-caroteno

por grama da amostra.

Clorofilas: Determinadas por espectrofotometria, segundo método descrito por
Arnon (1949).

Taninos condensados: Determinados segundo metodologia descrita por Tiitto-
Julkunen (1985), e os resultados expressos em mg de taninos condensados em

equivalente de catequina por 100 gramas da amostra.

Determinacdo de metais por espectrometria de emissdo 6tica com plasma
indutivamente acoplado com vista axial do plasma

Amostras da farinha do residuo de ciriguela (aproximadamente 2,5g) foram
adicionadas a 30mL da solucéo de acido perclérico: acido nitrico: acido sulfarico
(3:1:1 vivlv) e submetidas ao superaquecimento para completa digestdo. Em
seguida, apoés resfriamento das amostras, um padrdo interno contendo itrio foi
adicionado e o volume final foi aferido para 50mL. As determina¢des dos analitos
(Ca; K; Na;P; Cu; Fe; Mg; Mn; Zn; Cd; Cr e Ni) foram efetuadas em
espectrometro de emissao oOtica com plasma indutivamente acoplado (Varian
Vista-Pro), com configuragdo axial. Arg6nio (99,99%) foi utilizado como gas do
plasma. O espectrdbmetro estava equipado com uma camara de nebulizacdo

ciclénica estilo, uma concéntrica Sea Spray nebulizador de vidro, umfluxo de



73

massa de gas nebulizador controlador, uma bomba peristéltica de trés canais e
uma NeslabCFT-33. Na determinacdo analitica foram utilizadas as
seguintescondicfesdo instrumento: Poténcial.2KW, Fluxo de Plasmal5,0L
/min;AuxVazaol,5L /min;NebFluxo del,00L /min;Tempo de Integracdol0
seg;Tempo de Estabilidade 20seg.

Ensaios da atividade antioxidante

Os extratos hidroacetdnico e hidroetandlico foram submetidos aos seguintes
ensaios da atividade antioxidante:

Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH)

A capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH) foi
determinada segundo método descrito por Brand-Wiliams et al., (1995),
modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). Extratos com
trés diferentes concentracdes de fendlicos totais (15,30 e 60 pg.mL™) foram
adicionados a solu¢do de DPPH+ em metanol (0,1M) e a absorbanciaregistrada
em espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-1650PC) a 515nm até a reagdo atingir o
platé. A concentracdo do DPPH+ remanescente no meio da reagao foi calculada a
partir da curva padréo do radical DPPH+ (10 a 100uM, R?= 0,9970), e o percentual
de DPPH- remanescente (DPPHn%) de cada concentracédo do extrato calculado

utilizando a seguinte expressao:

% DPPHgem = DPPH {/ DPPH 10 x 100

Onde: DPPH  éconcentragdo do radical DPPH no tempo em que a reagao atingiu o platé;
DPPH +, é concentracgéo inicial do DPPH (tempo 0 da reagao).

Em seguida, as concentracfes do extrato eficiente para diminuir em 50% a
concentracédo inicial do DPPHe (ECsp) foi calculada a partir do gréfico da

concentracdo da amostra (g de residuo. g DPPH™) versus DPPHgen%.

Capacidade de Sequestrar o Radical ABTS (2,2’-azino-bis- (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico): A capacidade de sequestro do radical

2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS®) foi determinada
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segundo o método descrito por RE et al., (1999). O radical ABTS" foi gerado a
partir da reacdo da solucdo de ABTS (7mM) com 2,45mM de persulfato de
potédssio. Esta solugdo foi mantida em repouso ao abrigo da luz por 16h. Em
seguida, a solucdo do radical foi diluida em etanol até obter uma medida de
absorbéancia de 0,7 £ 0,05, em comprimento de onda de 734 nm. Os extratos com
diferentes  concentraces de fendlicos totais (0,5 a 2,3 pg.mL?) foram
adicionadas a solugdo do ABTS'" e a absorbancia medida, apds 6 minutos, em
espectrofotometro (Shimadzu UV-1650PC) a 734nm. A capacidade antioxidante
da amostra foi calculada em relacdo a atividade do antioxidante sintético Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), nas mesmas condicoes,
utilizando uma curva de calibracdo de Trolox (100-1300uM, com R=0,9953), e 0s
resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (uM
TEAC.g™ de residuo).

Poder de reducéo do ferro — FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power): O
poder de reducao dos extratos, pelo método de FRAP, foi avaliado de acordo com
metodologia descrita por Kukic et al., (2008), com algumas modificagcdes, como
segue: 2,7mL do reagente FRAP (solucdo TPTZ 10mM; FeCI3.6H20 20mM e
tampao acetato 0,3M -pH 3,6) foram adicionados em tubos de ensaios contendo
extratos (90uL) em trés diferentes concentracdes de fendlicos totais (0,046; 0,023
e 0,012 ug EAG/mL) e 270uL de agua destilada. As amostras foram incubadas a
37°C, por 30 minutos e a absorbéancia registrada no comprimento de onda de 595
nm. Solugcédo aquosa de sulfato ferroso (500 a 2000uM) foi utilizada para curva de
calibracdo (R?=0,9980). Os resultados foram expressos como WM sulfato

ferroso.g™ de farinha de residuo.

Co-oxidagao B-caroteno/ Acido Linoléico: A atividade antioxidante dos extratos
hidroacetdnico e hidroetandlico foi determinada utilizando o método de Marco
(1968) e modificado por Hammerschmidt e Pratt (1978), como descrito a seguir: A
solugdo B-caroteno em cloroférmio (0,1mg ml™) foi colocada em baldo de fundo
redondo, contendo 20mg de acido linoleico e 200 mg do emulsificante Tween 20.
Apo6s a remocgao do cloroférmio, em evaporador rotatério a 40°C, 50 mL de agua
destilada foram adicionados sob agitacdo vigorosa. Aliquotas (5 mL) desta

emulsdo foram transferidas para uma série de tubos de ensaio contendo 0,5 mL
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do extrato, atingindo a concentracéo final de 180ug de fendlicos totais.mL™. Em
seguida os tubos foram colocados em banho-maria a 50°C, durante 105 minutos,
e a absorbancia mensurada a 470nm, nos intervalos de tempo de 0, 2, 10, 15, 20,
30, 45, 65, 75, 90 e 105 minutos. A atividade antioxidante foi expressa como
percentual de inibicdo da oxidacéo, calculada em relagédo a 100% da oxidacao do

controle (sem antioxidante), conforme expresséo abaixo:

%inibicdo =_Taxa de degradacéo do controle — Taxa de degradacdo da amostra X100

Taxa de degradacédo do controle

Estudo cinético da atividade antioxidante no sistema da co-oxidagao -
caroteno/ Acido Linoléico: A eficiéncia da atividade antioxidante do extrato foi
determinada a partir da relacdo entre a tangente das curvas cinéticas do extrato e
do controle (sem adicdo de antioxidante), em duas partes da curva, entre 15 e 45
minutos e entre 75 e 105 minutos, segundo metodologia descrita por Silva et.al,
(2007). Na primeira parte da curva, o valor obtido (F1) indica a eficiéncia do
antioxidante em bloquear a reacdo em cadeia através da interacdo com 0sS
radicais peroxidos, enquanto que na segunda parte da curva o valor obtido (F2)
indica a eficiéncia do antioxidante em participar de outras reacfes durante o
processo oxidativo, como por exemplo, a decomposicdo dos hidroperoxidos,

produzindo espécies radicalares que aceleram a oxidacao no sistema.

Analise estatistica

Todas as determinacdes foram efetuadas em triplicata e os resultados
submetidos ao teste t de Student ou a analise de variancia e teste de Ducan ao
nivel de 5% de probabilidade, conforme a indicacdo, utilizando o programa

estatistico “Statistic - for Windows”.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1- Caracterizacao fisico-quimica da farinha do residuo de ciriguela.

A farinha do residuo de ciriguela obtida pelo processo de secagem,
apresentou baixo teor de umidade 7,489.100g" e atividade de &gua 0,35
parametros importantes na conservacdo do material (Tabela 1). A presenca de
umidade em matéria vegetal indica a possibilidade de crescimento microbiano
durante armazenamento (SHARDUL et al., 2013). Outro fator importante € a
reducdo do peso e volume o que promove uma maior facilidade no

armazenamento do produto.

Dados da composicédo da farinha do residuo de ciriguela apresentados na
Tabela 1 assemelham-se aos da farinha de casca de manga estudada por Ajila et
al., (2008), cujos valores foram os seguintes: umidade 10,5 g.100g™, lipidios 2,2
g.100g?, cinzas 3,0 g.100g™, proteinas 3,6 g.100g™ e carboidratos totais 80,7
g.100g™. Ao comparar o teor de proteina e de lipideos com o de outros residuos
observa-se que foram superiores aos do residuo de abacaxi (3.37 e 0,159/100g,
respectivamente), e inferiores aos do residuo de goiaba (8.81 e 7,799/100g,

respectivamente) relatados por Souza e Correia (2010).

Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica da farinha do residuo de ciriguela.

Parametros analisados

Teores

Umidade (g 100g™) 7,48+ 0,17

Cinzas (g 100g™) 3,07+ 0,04
Lipideos (g 100g™) 2,02+0,24
Proteinas (g 100g™) 6,55+ 0,19

Carboidratos totais (g 100g™) 80,88 + 0,64
AcUcares ndo redutores (% sacarose) 0,74 +£ 0,03
Acucares redutores (% glicose) 20,07 £ 1,61
Atividade de 4gua 0,35+0,01
pH 3,38 £ 0,01
Acidez em &cido citrico 0,34 +0,01

Média e desvio padréo de trés determinagées.
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A farinha do residuo de ciriguela apresenta elevado teor de minerais, com
destaque para o potassio, célcio, fosforo e magnésio (Tabela 2). Estes minerais
também foram detectados em farinha de cascas de manga Tommy Atkins
(ARAUJO et a.l, 2014), porém em quantidades menores do que as encontradas

na farinha do residuo de ciriguela.

Tabela 2: Teor de minerais em farinha do residuo agroindustrial de ciriguela

Minerais (mg/kg)
Ca 2245,00
K 11890,00
Na 31,80
P 1726,0
Cu 7,80
Fe 22,95
Mg 1290,00
Mn 14,16
Zn 12,15
Cd 0,004
Cr 0,665
Ni 0,789

Em relacdo aos compostos fendlicos, a farinha do residuo de ciriguela
contém quantidades expressivas. Estes fitoquimicos foram extraidos tanto com
etanol quanto com acetona, porém verifica-se que o0 maior rendimento foi
conseguido ao utilizar acetona como solvente extrator (Tabela 2). O rendimento
da extracdo depende tanto do solvente utilizado como do método aplicado, a
eficacia do solvente dependeréa da polaridade dos fendélicos presentes na amostra,
bem como da interagdo com outros constituintes (NACZK, SHAHIDI, 2004).
Vizzotto e Pereira (2011) utilizaram diferentes solventes para extracdo de
compostos fendlicos em amora preta e também evidenciaram a eficiéncia da
acetona como solvente extrator, cujo teor de compostos fendlicos extraidos foi de
1022 mg 100g™.
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Muitas frutas podem apresentar o maior teor de compostos antioxidantes
em partes como sementes e cascas do que na polpa (GUO et al., 2003). Vieira et
al. (2011) constataram que a casca de maca apresentava maiores teores de
fenodlicos totais (304,6 a 712,6 mg EAG 100g™) do que a polpa da fruta (128,3 a
212,0 mg EAG 100g™). O teor de fenélicos em polpa de frutos de 11 genétipos de
cirigueleiras, variou de 351,30 a 862,318 mg EAG.100g™ de polpa (SILVA et al,
2012), valores bastante inferiores ao encontrados no residuo desta fruta (Tabela
3).

TABELA 3: Fendlicos totais de farinha de residuo de ciriguela de extracdo

hidroacetonico e hidroetandlico.

Solvente extrator Fendlicos totais (mg EAG 100g™)
Hidroacetonico 2901 + 26,05°
Hidroetanolico 1901 + 29,05 °

Média de trés determinacdes. EAG= equivalente em acido gélico. Médias seguidas por letras
iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste student (p>0,05).

Flavondides, fitoquimicos que integram o grupo dos fendlicos, também se
encontra em maior proporcao nas partes ndo comestiveis dos vegetais. Levaj et
al., (2009), relatam que em casca do fruto mandarin de duas espécies o teor de
flavonoides totais foi de 1155,85 mg/100 g e de 804,26mg/100 g, enquanto que na
polpa destes frutos os valores encontrados foram de 165,4 mg/100 g e 163,83
mg/100 g. Os flavonoides totais presentes na farinha do residuo de ciriguela deste
estudo (1.181 mg/100 g) (Tabela 4) apresentaram valores superiores aos dos

autores citados.

Os taninos séo encontrados em muitas frutas, sendo caracterizados como
compostos fendlicos de alto peso molecular (AGOSTINI-COSTA et al., 2011).
Estudos também demonstram o alto teor destes compostos em residuos quando
relacionados a polpa. Agostini-Costa et al.,2011, determinaram teores de taninos
em frutas nativas do cerrado, encontraram valores de 242 mg (EC. 100 g) para

pedunculos de cajueiros. Araujo et al., encontraram valores de 1.673,70 (EC. 100
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gl) em farinha desidratada de manga, enquanto que Andrade et al., 2013,
encontraram 313 mg EC. 100g-1 em farinha de residuo do pendudculo de caju.

Os compostos fendlicos presentes em frutos e seus residuos sao
reconhecidamente um dos principais responsaveis pela acdo antioxidante, porém,
além destes fitoquimicos, também, é possivel encontrar outros compostos com
propriedade antioxidante, a exemplo dos carotenoides, acido ascoérbicos, entre
outros. O B-caroteno, carotenoide largamente encontrado nos vegetais, além de
exibir propriedade antioxidante, € precursor da vitamina A. No entanto, grande
énfase tem sido dada a sua acdo antioxidante, determinada in vitro, por vezes
correlacionada as concentra¢des das substancias bioativas, de forma a predizer o
seu efeito na saude humana (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN,
2008).

A farinha do residuo de ciriguela, além dos compostos fendlicos, apresenta
quantidade expressiva de carotenoides totais (Tabela 4). Estes fitoquimicos,
também se concentram em maior proporcdo na casca do que na polpa de muitos
frutos. Esta quantidade torna-se ainda mais expressiva quando o produto é
desidratado, a exemplo da farinha do residuo de ciriguela em que os
componentes estdo mais concentrados. Silva et al.,, (2012) estudou polpa
provenientes de ciriguelas de 11 genotipos, os resultados apresentaram teores
de carotenoides totais entre 10,03 a 22,63 pg.g™. Ajila et al., (2007) quantificaram
carotenoides em cascas de duas variedades de mangas verdes e maduras e
encontraram, respectivamente, 436 pg.g'e 194 pg.g*. Melo e Aradjo (2011)
relatam valores de 29,57; 48,06 e 28,13 ug. g™ de carotenoides totais em polpa de
mangas maduras das variedades espada, rosa e Tommy Atkins, respectivamente.

O acido ascorbico é considerado um dos mais potentes e 0 que apresenta
menor toxicidade em relacdo aos antioxidantes naturais (Sucupira et al., 2012).
Souza et al., (2011) analisaram teores de vitamina C em residuos frescos de 6
frutos e encontraram valores entre 89,55 mg.100g™ para residuos de acerola a
14,47 mg.100g™* para residuos de cupuacu. Na farinha do residuo de ciriguela o
acido ascérbico encontra-se em quantidade relevante (45,56 mg.100g™). Esse
valor relativamente elevado decorre do fato do residuo ter sido submetido ao
processo de secagem, para obtencéo da farinha, promovendo remocao de agua e

concentracéo de compostos.
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Tabela 4. Principais compostos bioativos presente na farinha de residuo de ciriguela

Fitoquimicos Teores
Carotenoides totais (ug equivalente B-caroteno g™) 167,9+ 0,78
Acido Ascorbico (mg.100g™) 45,56 + 0,01
Clorofila Total (ug.g™) 08,66 + 1,18
Flavonoides totais (mg EC. 100g-1) 1.181 + 15,27
Flavonois(mg.100g™) 196,8 + 2,04
Taninos condensados (mg EC. 100g-1) 740 + 8,6

Média e desvio padrao de trés determinagBes independentes. EC= equivalente em
catequina.

Na farinha do residuo de ciriguela foi detectada a presenca de clorofila,
pigmento natural de cor verde presente em plantas. Essa fruta durante o processo
de amadurecimento alterar a cor de sua casca de verde escuro para amarelo a
vermelho puarpura em decorréncia da gradual diminuicdo da clorofila, com a
concomitante biossintese de carotenoides (MALDONADO-ASTUDILLO et al,.
2014). Segundo Hortensteiner e Krautler (2011), no processo de amadurecimento
ocorre a reducdo enzimatica da clorofila b para a clorofila a, e na sequéncia uma
série de reacgdes quimicas finalizando com a producdo de metabdlitos, cujo
espectro de absorcéo é tipico da clorofila a. Em cascas de maca e pera maduras
esses compostos metabdlitos foram quantificados e correspondiam em torno de
10% da clorofila extraida da casca dos frutos verdes (KRAUTLER, 2008). Estes
achados justificam a presenca de clorofila na farinha deste estudo. Segundo
Lanfer-Marquez et al., (2005), a clorofila a e seus derivados sdo compostos

bioativos que apresentam propriedade antioxidante e antimutagénica.

Capacidade antioxidante dos extratos da farinha de ciriguela.

Os compostos bioativos em funcdo de sua diversidade quimica podem
atuar como antioxidante por diferentes mecanismos, havendo, inclusive a
possibilidade de sinergismo entre eles. Sendo assim, se faz necessario empregar
diferentes métodos para avaliar sua capacidade antioxidante (DENG et al., 2012;
LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007). Considerando essa assertiva, 0S

extratos hidroacetbnico e hidroetandlico foram submentidos a avaliacdo de sua
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capacidade antioxidante em ensaios de captura de radicais (DPPH e ABTS), do
poder redutor (FRAP) e em sistema lipidico (oxidagdo acoplada B-caroteno-acido
linoleico). Na Tabela 5 e Figura 1 evidencia-se que 0s extratos exibem uma boa
acao antioxidante, entretanto o hidroacetdénico, com maior teor de fendlicos totais,

apresentou maior agdo antioxidante do que o hidroetandlico.

A capacidade de sequestro do radical DPPH do extrato hidroacetdnico
(ECso 14,45g/g DPPH) foi superior a do extrato hidroetandlico (ECso 16,959/g
DPPH), porém inferior (p<0,05) a do antioxidante sintético (BHT). O valor de ECsg
corresponde a eficiéncia do extrato em reduzir em 50% a concentracao inicial do
radical DPPH. Portanto, quanto menor for o valor de ECsp melhor a capacidade
antioxidante do extrato (YEH et al., 2011). Rufino et al., (2010) avaliando a
capacidade de sequestro do radical DPPH de 18 frutas frescas e liofilizadas
constataram haver relacdo entre teores de fendlicos totais e acdo antioxidante.
Nesse estudo, o camu-camu com maior teor de fendlicos totais (11.615 mg
GAE/100g de amostra liofilizada e 1.176 mg GAE/100g de amostra fresca) do que
a acerola (10.280mg GAE/100g de amostra liofilizada e 1.063mg GAE/100g de
amostra fresca) apresentou maior capacidade de sequestro (ECso= 478 e 42,69/g
DPPH e 670 e 49,2g/g DPPH, respectivamente).

Os extratos hidroacetdnico e hidroetandlico, aos 15 minutos de reacao,
exibiram percentual de sequestro superior a 90%, independente da concentracao
utilizada, enquanto que o percentual de sequestro do antioxidante sintético BHT
aumentou em funcdo da concentracao, porém esta acao foi inferior a dos extratos
(Figura 1). Considerando que o0s extratos tiveram percentual de sequestro
semelhante, pode-se sugerir 0 uso do extrato hidroetandlico em alimentos uma
vez que este solvente ndo apresenta toxicidade (RODRIGUES-ROJO et al, 2012).
Melo et al.,(2008) considera como forte, moderada e fraca capacidade de
sequestro aquela que atingir o percentual de >70%, entre 50 e 70% e abaixo de
50%, respectivamente. Desta forma, evidencia-se que os extratos hidroacetonico
e hidroetandlico exibiram uma forte acdo antirradical em todas as concentragdes
testadas. Caetano et al., (2009) ao utilizar extratos hidroacetbnico,
hidrometandlico e hidroetandlico de farinha de residuo de acerola, obteve
melhores resultados com extratos hidroetandlicos o qual exibiu agdo do DPPH em

valores acima de 90%.
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Figura 1: Capacidade de sequestro do radical DPPH (%) do extrato hidroaceténico,

Hidroetandlico e BHT aos 15 minutos de reacéo.
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A superioridade do extrato hidroacetonico foi mantida frente ao radical
ABTS, inclusive quando comparada com a acdo do antioxidante sintético BHT
(Tabela 5). Esta acdo também foi superior a da casca de jabuticaba (extrato
hidrometandlico (50%) combinado com o extrato hidroaceténico (70%) que atingiu
valor de ABTS de 1017,80 umol Trolox/g (ARAUJO et al., 2013). Evidencia-se que
a capacidade dos extratos da farinha do residuo ciriguela em sequestrar o radical
ABTS™, também, foi superior a do pedudnculo liofilizado do caju (79,4 pmol
TEAC/g), bem como a da jaboticaba (317 umol TEAC/g), da acerola (953 pmol
TEAC/g) e do camu-camu (1.237 umol TEAC/qg) relatadas por Rufino et al.,(2010).

A capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) € um ensaio
baseado na capacidade do antioxidante de capturar o radical ABTS por reagéo de
transferéncia de elétron e/ou de hidrogénio (CRAFT et al., 2012). Segundo estes
autores, assim como acontece no ensaio do DPPH, a interagcdo com o meio, 0
tamanho, a polaridade e a acidez do grupo hidroxil do fendlico vai determinar se o

mecanismo predominante sera o de transferéncia de hidrogénio ou de elétron.
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Tabela 5: Potencial antioxidante de extratos da farinha do residuo de ciriguela

FRAP
ECso TEAC
Extratos (/g DPPH) (umol/ g) (umol Fey(S0O4)/g)
Hidroaceténico 14,45+0,11° 2.5643,292 1.410,41+54,022
Hidroetanolico 16,92+0,182 1.6328,36° 833,03+18,03
BHT 0,76+0,01° 908,03°¢ ND

ND: Nao determinado. ECsp-concentragdo do residuo eficiente para diminuir em 50% a
concentracao inicial do DPPH. TEAC= atividade antioxidante em equivalente Trolox (6 minutos).
Os valores referem-se a média de trés determinacbes. Médias seguidas por letras iguais na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan ( p>0,05). Médias do FRAP
seguidas por letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Studant (
p>0,05).

O ensaio do FRAP é totalmente baseado no mecanismo de transferéncia
de elétrons e estima a capacidade dos antioxidantes em reduzir o complexo de
Ferro Férrico Tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) ao complexo de Ferro Ferroso
Tripiridiltriazina (Fe*®- TPTZ) em pH 3,6. No ensaio do FRAP, o complexo Fe**-
TPTZ, formado na presenca de antioxidante, apresenta coloracdo azul e a
absorbancia da solucdo é medida em 595nm, permitindo o monitoramento da
atividade redutora da amostra. O poder redutor do extrato hidroacetbénico foi
superior ao do extrato hidroetanélico. Ao comparar esta agdo com outros extratos
evidencia-se que o extrato hidroacetdnico foi levemente inferior ao do extrato de
cascas da jabuticaba (1676.80 pmol Fex(SO,) /g) relatado por Aradjo et al. (2013).
No entanto, o poder redutor dos extratos da farinha de ciriguela foi muito superior
ao do extrato etandlico dos residuos de abacaxi, caju, maracuja e manga (72,63;
219,03; 31,91; 10,60 umol Fey(SO,) /g, respectivamente) (INFANTE et al., 2013).

O percentual de inibicdo da oxidacdo dos extratos hidroacetonico,
hidroetandlico bem como do antioxidante sintético BHT, avaliados pelo sistema
modelo [B-caroteno/acido linoléico estdo apresentados na Tabela 6. O extrato
hidroacetdnico apresentou acao antioxidande cujo percentual de inibicao foi 95%,
superior a do extrato hidroetandlico (91%), porém estatisticamente semelhante a
do antioxidante sintético BHT (98%) (Tabela 6). Outros residuos agroindustriais
tém mostrado menor agdo antioxidante em sistema modelo B-caroteno-acido
linoléico, a exemplo do extrato etandlico acidificado obtido a partir do bagaco,
semente e pele de uva roxa que, em diferentes concentracfes, exibiram acao

antioxidante que variou de 20 a 89%; 25 a 89% e de 11 a 86%, respectivamente
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(NEGRO; TOMMASI; MICELI, 2003). Broinizi et al., (2007) relatam que os
extratos aquoso e alcodlico do bagaco de caju, em diferentes concentracées,
apresentaram percentual de inibicdo da oxidacao entre 17 a 33% e 32 a 50%
respectivamente. Extratos acetbnicos do bagac¢o de uva das variedades Tannat e
Ancelota apresentaram 13 a 24 e 6 a 29% de inibicAdo da oxidacéo,
respectivamente (ROCKENBACH et al., 2008). Duarte-Almeida et al., (2006)
avaliando a acdo antioxidante de compostos fendlicos em sistema modelo (-
caroteno/4cido linoleico relatam que a quercetina mesmo em menor concentracao

apresentou maior percentual de inibicao.

Para melhor entendimento do mecanismo de acao dos compostos fendlicos
presentes nos extratos do residuo agroindustrial de ciriguela foram construidas
curvas cinéticas da inibicdo da oxidacdo no sistema modelo B-caroteno/acido
linoléico (Figura 2). Evidencia-se que a ac¢do do extrato hidroacetdnico manteve-
se, praticamente, estavel ao longo do tempo de reacdo (105 minutos) e o extrato
hidroetandlico e o BHT apresentaram comportamento semelhante, enquanto que

a do controle (sem antioxidante) diminuiu ao longo do tempo.



85

Figura 2: Cinética da acdo antioxidante de extratos da farinha do residuo agroindustrial
de ciriguela e do BHT (concentragéo final de 100ppm) em sistema da co-oxidacdo do B-

caroteno/ &cido linoléico.
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A partir das tangentes das curvas cinéticas foi calculado o Fator 1 (F1) e o
Fator 2 (F2) (Tabela 6). Segundo Yanishilieva e Marinova (1995), o F1 representa
a efetividade do antioxidante em bloquear as reacdes em cadeia, ocasionadas
pelos radicais livres, na etapa de iniciacdo da oxidacdo; enquanto que o F2
representa a possibilidade do antioxidante de participar de reacbes em uma etapa
mais adiantada do processo da reacdo de oxidagcdo, como a decomposi¢cao de
hidroperoxidos e estabilizacdo de compostos formados ao longo do processo de
oxidacdo. Quanto menor o valor de F1, mais eficientes sdo os compostos da
amostra em retardar ou inibir o processo oxidativo. O valor de F2 tende a ser
maior que o do F1, porém para o desempenho do antioxidante ser satisfatorio

este valor ndo deve ser superior a um.
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Tabela 6: Acdo antioxidante e parametros cinéticos dos extratos hidroaceténico e
hidrometandlico de residuo agroindustrial de Ciriguela determinados em sistema da
cooxidagao do B-caroteno e acido linoleico.

Extratos Inibi¢éo (%) Parametros cinéticos
F1 F2
Hidroetanélico 91° 0,022° 0,047°
Hidroacetonico 952 0,056% 0,057
BHT 082 0,005°¢ 0,002°¢

F1 — relacdo entre as tangentes das curvas cinéticas da solugdo-padrédo ou teste e o controle entre 15 e 45
min; F2 — relacéo entre as tangentes das curvas cinéticas da solucéo-padréo ou teste e o controle entre 75 e
105 min. Os valores referem-se a média de trés determinagdes. Médias seguidas por letras iguais
na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan p>0,05.

Na tabela 6, a andlise dos dados demonstra que 0s extratos tem
capacidade para bloguear a reacdo de oxidacdo tanto no inicio da reacao
(F1<1,0) como na etapa de propagacdo (F2<1,0). Observa-se que 0 extrato
hidroetandlico mostrou-se, estatisticamente, mais eficiente do que o
hidroacetdnico, e ambos exibiram acé&o inferior a do BHT, porém, em nenhum
momento, 0s extratos, na concentracdo em que foram testados, atuaram como
pré-oxidante. Assim, apesar dos extratos terem exibido grau de eficiéncia
diferenciado podem ser considerados como um bom antioxidante primario. Silva
et al. (2012), também, relataram eficiéncia do residuo de caja-umbu em bloquear
a reacdo em cadeia tanto na etapa inicial como na etapa final do processo
oxidativo. Extratos do residuo agroindustrial de goiaba foram eficientes apenas na
etapa inicial do processo (NASCIMENTO et al., 2010).
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CONCLUSAO

A farinha do residuo de ciriguela apresenta em sua composicao
guantidades expressivas de carboidratos totais, além de &cido ascorbico,
carotenoides e compostos fendlicos, fitoquimicos com propriedade antioxidante.
Esta farinha, ainda contém elevado teor de minerais, com destaque para o célcio,
potassio, fosforo e magnésio que se encontra em maior proporcao.

Os extratos hidroetandlico e hidroacetonico obtidos da farinha do residuo
de ciriguela, contendo teores relevantes de compostos fendlicos, apresentaram
forte potencial antioxidante. Estes extratos atuaram de forma eficiente na captura
de radicais, na reducédo do ferro e em meio lipidico.

Assim, o residuo de ciriguela pode ser considerado um material
interessante para integrar a formulacdo de produtos bem como para a extragao de
compostos bioativos a serem incorporados em alimentos como antioxidante

natural.
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6. CONCLUSOES GERAIS
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A partir dos resultados obtidos conclui-se que residuo agroindustrial de
ciriguela apresenta teor relevante de compostos fendlicos, estes constituintes
podem ser eficientemente extraidos por solventes com diferentes polaridades. Em
relacdo a otimizacdo do processo de extracdo, o solvente extrator etanol ou
acetona nas concentracoes de (55%) e (65%) respectivamente e agitacdo de
400rpm ou de 500rpm, respectivamente obtiveram as melhores condi¢cbes para
teores de compostos fendlicos.

Quanto ao solvente extrator metanol, os dados indicam que a combinacao
de uma baixa agitacao (300 a 450 rpm) com concentracdo do solvente na faixa de
50 a 65% acentua a capacidade de extracdo. Todos os extratos (hidroetandlico,
hidrometandlico e hidroacetdnico), independente da concentracdo de fendlicos,
exibiram um forte potencial antioxidante (>90%), demonstrando que a condicao
utilizada na extracao nao interfere no potencial antioxidante do extrato.

Quanto a caracterizagdo da farinha, sua composicdo apresenta
guantidades significativas de carboidratos totais, acido ascorbico, carotenoides e
compostos fendlicos, fitoquimicos com propriedade antioxidante. Esta farinha,
ainda contém elevado teor de minerais..

Os extratos hidroetandlico e hidroacetdnico obtidos da farinha do residuo
de ciriguela, contendo teores relevantes de compostos fendlicos, apresentaram
forte potencial antioxidante. Estes extratos atuaram de forma eficiente na captura
de radicais, na reducao do ferro e em meio lipidico. Assim, o residuo de ciriguela
pode ser considerado um material interessante para integrar a formulacdo de
produtos bem como para a extracdo de compostos bioativos a serem

incorporados em alimentos como antioxidante natural.



